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要旨 
本博士論文は全八章で構成されている。序論（第一章）では RNA 二重鎖を狙う意義を概観
し、本博士論文の目的を記述した。RNA を解析する場合、これまではその一次配列情報を
標的としていたが、RNAの高次構造、特に RNA二重鎖構造は配列と並んで多くの生命現象
において重要な役割を担っている。したがって RNA 二重鎖へ結合する分子は、RNA構造解
析・検出ツールとして、あるいは薬剤として活用できると考えられる。また、RNA 二重鎖
構造を狙った分子の合理的な開発はいまだ困難であることから、詳細な相互作用解析デー
タは、RNA二重鎖結合分子の設計に重要な知見を与えると考えられる。本博士研究ではRNA
結合分子としてペプチド核酸（PNA）に着目し、PNA を基本骨格とした RNA 二重鎖選択的
な分子を設計・合成し、その相互作用を詳細に解析することを主な目的とした。また、RNA
二重鎖の構造と配列を直接検出する蛍光プローブの開発へと展開した。 
第二章では、核酸医薬として期待される small interfering RNA（siRNA）に選択的な蛍光プ
ローブ: Py-AA-TOを開発した。このプローブは、siRNA特有の 3’末端オーバーハング 2塩
基に PNA部位が結合し、その近傍の二重鎖へチアゾールオレンジ（TO）部位が結合するこ
とでオフ－オン型の蛍光応答を示した。本プローブでアフィニティラベル化した siRNA は、
キャリア分子（薬物輸送分子）で内包できることを見出し、一般的なトランスフェクション
法によって細胞内へ導入された siRNA/キャリア複合体を選択的に可視化することに成功し
た。複合体が解消するに従い siRNAからのプローブ解離を伴って徐々に減少していくため、
プローブのシグナルを追跡すれば複合体状態の siRNA の取り込みと、複合体の解消を同時
にモニタリングすることが可能であった。siRNAへ直接色素を修飾した siRNA ミミックを
用いる従来の分析法とは異なり、Py-AA-TOによるラベル化法は、医薬としての本来の形と
機能を有するナチュラルな siRNA を解析対象とできる点で一線を画している。この性質に
より、キャリア分子の性能に依存するデリバリー効率と、siRNAによるサイレンシング活性
の相関を精密に解析することを可能とした。 
第三章から第七章では、PNA による三重鎖形成反応に着目した。三重鎖形成 PNA はその
チミンとプロトン化シトシンが、RNA 二重鎖内の A−U、G−C 塩基対と Hoogsteen 型の水素
結合を介して三重鎖を形成し、配列選択的に結合する分子である。従来の三重鎖形成オリゴ
ヌクレオチド（TFO）と比較して、その結合は極めて安定である。さらに、DNA 二重鎖よ
りも RNA 二重鎖と強く結合する特性が報告されており、これは TFO ではもちろん、他に
例のないユニークな結合特性である。そこで第三章では、PNA と RNA 二重鎖ならびに DNA
二重鎖との三重鎖形成反応を詳細に解析し、RNA 二重鎖結合選択性の原因を考察した。
PNA−dsRNA三重鎖は PNA−dsDNA三重鎖よりも 30°C以上高い融解温度を示した。この時
CD スペクトル測定から、前者はらせん構造の大きな変化が見られなかったのに対し、後者
は元の DNA 二重鎖の B 型構造から A 型構造へ近づくような、顕著な構造変化を伴うこと
が分かった。また RNA 二重鎖に対しては、会合定数が 2.6 倍、会合速度定数が 4.4 倍大き
かったことから、PNA−dsRNA 三重鎖形成は特に会合過程が有利であることが示唆された。
これらの結果から、(1) DNA 二重鎖に比べてリジッドな RNA二重鎖へ結合できる、PNAの
構造的にフレキシブルな骨格; (2) DNA 鎖が RNA 鎖よりも糖のパッカリングの変化を付随
するコンフォメーション変化をしやすい性質; (3) A 型構造の主溝と PNA の構造的な相性、
が RNA 二重鎖結合選択性を生み出したと結論付けた。 
第四章では、PNAと RNA二重鎖との三重鎖形成の反応機構とミスマッチの影響を明らか
にするため、速度論・熱力学の観点から三重鎖形成反応を詳細に調べた。会合速度定数の温
度依存性をアレニウスの式で解析したところ、三重鎖形成反応は負の活性化エネルギーを
示すことが分かり、nucleation−zippingモデルで進行することが示唆された。しかしミスマッ
チが配列中の中央、末端のいずれにあっても会合速度定数は同程度減少したことから、核形
成は配列中のどの部分でも起こり、伸長反応は双方向へと進行することが示唆された。これ
はアキラルな PNA特有の結合特性であることが分かった。三重鎖形成反応は大きな負のエ
ンタルピー変化に駆動されており、その大部分が負のエントロピー変化によって打ち消さ
れる、エンタルピー・エントロピー補償則が強く働いていた。また熱力学的パラメータは温
度に大きく依存しており、大きな負の比熱容量変化を示した。これは、三重鎖形成反応が一
本鎖状態の PNA のコンフォメーション変化と RNA 二重鎖への結合の 2 つの平衡がカップ
リングした反応機構で成り立っていることを示唆していた。ミスマッチ含有配列に対して
は、ギブス自由エネルギー変化よりもエンタルピー変化が顕著に影響を受け、特にミスマッ
チが配列中央にある時に正に小さくなった。第四章で得られた結果は、PNA による三重鎖
形成反応の熱力学・速度論的データを包括的に解析した重要なデータであり、より配列選択
的の高い PNAを設計していく上で役立つと考えられる。 
三重鎖形成 PNAは RNA二重鎖と安定にかつ配列選択的に結合できる性質を有するため、
RNA 二重鎖を狙った分子ツールとして様々な応用が期待できる。第五章から第七章では、
特に RNA二重鎖を配列選択的に検出する蛍光プローブの開発を行った。第五章では、具体
的に三重鎖形成 PNA の塩基を TO に置き換えたプローブ: tFIT（triplex-forming forced 
intercalation of thiazole orange）プローブを開発した。プローブが標的 RNA 二重鎖と三重鎖
を形成すると、TO 部位の蛍光強度は最大 470倍増大した。tFIT プローブの会合速度定数は
従来の TFO と比較して 2 桁大きいことが特長であり、これにより蛍光応答が極めて迅速で
標的 RNA のリアルタイム検出を可能とした。これは従来の TFO をベースとした分子設計
では獲得し得ないセンシング能と言える。プローブの蛍光応答は配列選択的であり、標的配
列をミスマッチ含有配列から 1 塩基対レベルの高い精度で識別することができた。さらに
TO擬塩基はいかなる対面塩基対に対しても結合でき、かつ蛍光応答を示すことから蛍光性
のユニバーサル塩基として機能することも見出した。これは TO 擬塩基を組み込むことで、
従来の三重鎖形成反応のホモプリン配列に限定される標的配列を、ピリミジン－プリン塩
基対含有配列にも拡大できることを示唆していた。これまでの RNA 蛍光検出法は、核酸プ
ローブやタンパク質プローブによる RNA 一本鎖部位への結合に基づくものであったため、
RNA 二重鎖の構造と配列を直接検出できる点で、従来法とは一線を画した解析法となりう
る。 
第六章では、tFIT プローブの TO擬塩基のリンカーの効果について考察し、アセチルリン
カーをプロピルリンカーへと置換することでRNA二重鎖に対する結合選択性を向上させる
ことに成功した。プロピルリンカーで連結した TO 擬塩基は、三重鎖を形成すると対面の二
重鎖とより効果的に相互作用できるため、蛍光応答は保ったまま高い結合親和性を示した。
さらに、リンカーを導入したことでプローブが二重鎖形成した場合には TO擬塩基が二重鎖
内へと収納されづらくなるため、安定性も蛍光応答も共に減少した。本分子設計は TO擬塩
基部位に RNA二重鎖 vs. RNA一本鎖選択性を持たせた点で重要であり、大量の非標的一本
鎖 RNA が存在する系（ホモジニアスアッセイや細胞内イメージング）へと本プローブを展
開していく上で強力な手法である。 
TO擬塩基のリンカー導入による親和性の増大は、短い tFIT プローブに対しても有効であ
った。第七章では、わずか 6塩基長のプロピルリンカーで連結した TO 擬塩基を含む tFIT プ
ローブが、ピリミジン－プリン塩基対を含む RNA 二重鎖配列に対して、nM オーダーの解
離定数で結合できることを初めて示した。この時 200 倍を超える蛍光強度の増大が観測さ
れた。これほどまで短い二重鎖部位を配列選択的に狙うことは、従来の TFO では成し得な
いものである。さらに蛍光寿命測定から、結合したプローブ TO 部位は複数の化学種として
存在しており、それらの存在比がプローブの結合力や蛍光応答を決めることを明らかにし
た。RNA へ結合した TO の寿命測定データはほとんどなく、特に三重鎖へ結合した TO を
調べた例はないため、本章のデータは TOの分光特性に関する貴重なデータでもある。 
第八章では、本博士研究を総括した。本博士研究では、RNA 二重鎖選択的な PNA ベース
の合成分子群の結合能を分光学的・熱力学的・速度論的・計算化学的・生化学的手法を用い
て包括的に調べた。さらに、RNA 二重鎖へ選択的に結合する蛍光プローブ群を世界に先駆
けて開発し、RNA 二重鎖を直接可視化することでその局在や機能を解析するという、これ
までにない新しい分析手法を示した。 
  
Abstract 
My thesis comprises eight chapters. In chapter 1, I overviewed significance of double-stranded RNA 
(dsRNA), peptide nucleic acid (PNA) as a potential RNA-binding molecule, and the backgrounds in 
every chapter that motivate me to study interactions between PNA and dsRNA. A double-stranded 
conformation of RNA plays a crucial role in many biological machineries, and thus synthetic 
molecules that selectively bind to dsRNA have their potential use in the fields of chemical biology, 
biotechnology, and therapeutics. Despite the biological significance of dsRNA, dsRNA-binding 
molecules are scarcely addressed in the literature. What is more, detailed information on synthetic 
molecule-dsRNA interactions in terms of thermodynamics, kinetics and photophysics is lacking as 
compared to accumulated information on dsDNA-binding molecules. Therefore, I paid special 
attention to dsRNA as an analytical target, and decided to develop synthetic molecules that are capable 
of selectively recognizing dsRNA structure and sequence. Hereof, PNA was a prominent candidate as 
a dsRNA-binding molecule. PNA is reported to bind tightly both to single-stranded RNA (ssRNA) by 
means of Watson−Crick base pairing and to dsRNA by Hoogsteen base pairing. A vast range of 
previous researches on RNA-binding molecules suggests that secondary structures that often interrupt 
dsRNA (e. g. bulge, loop, overhang, etc.) and the major groove of dsRNA can be used as molecular 
recognition fields for selective recognition of dsRNA. I specifically developed PNA-based molecules 
for an overhang structure in small interfering RNA (siRNA) (Chapter 2), and the hydrogen bonding 
donors/acceptors that are facing towards the major groove in hairpin RNAs (Chapter 3−7). These 
molecules were also functionalized with a fluorescent modality, and worked as a fluorescent probe for 
dsRNA. Thus, the primary objective of my thesis was development of synthetic (fluorescent) 
molecules that selectively bound to dsRNA, the interaction analyses, and the analytical applications 
for RNA detection. 
 
Chapter 2. I developed siRNA-selective fluorescent probe: Py-AA-TO. Py-AA-TO is composed of 
two consecutive adenines which are conjugated with a light-up intercalator, thiazole orange (TO) at 
the C-terminal and a pyrene at the N-terminal. The PNA moiety of the probe bound to the two 
overhanging nucleotides at the 3’-terminal of siRNA, and the TO moiety bound to the duplex region 
nearby, which was accompanied by a light-up (off-on) response. I applied Py-AA-TO as an affinity-
labeling agent for natural siRNA, and found that Py-AA-TO/siRNA was encapsulated by the carrier 
molecules. The labeled siRNA in the resulting nanocomplex was selectively visualized in living HeLa 
cells by a fluorescence microscopy. Co-staining experiments and an inhibitor assay revealed a unique 
characteristics that Py-AA-TO selectively visualized siRNA in the nanocomplex that were taken up 
by endocytosis and localized in the endosome/lysosome. The uptake of the nanocomplex could be 
further quantified by flow cytometry measurements. Interestingly, by virtue of non-covalent binding 
of Py-AA-TO that dissociated from siRNA upon disassembly of the nanocomplex, the disassembly 
could also be detected by a time-course decrease of the probe signal in the flow cytometry analysis. 
Also, the silencing activity of the Py-AA-TO-labeled siRNA was retained probably because of release 
of intact siRNA by dissociation of the probe. By contrast, conventional siRNA imaging analysis using 
fluorophore-modified siRNA led to the decrease in the siRNA silencing activity most likely by steric 
interruption of siRNA-protein interactions by the fluorophore, and could not monitor the nanocomplex 
disassembly since the signal was continuously detected from the degradation products of the siRNA. 
Significance of this chapter is (1) development of the siRNA-selective molecule based on recognition 
of only two overhanging nucleotides for the first time; (2) fluorescence imaging of a specific 
noncoding RNA species by a small fluorescent molecule, which is without precedence; and (3) 
development of unique analytical method for delivery analysis of natural siRNA rather than siRNA 
mimic in the conventional method. 
 
Chapter 3. Interactions between triplex-forming PNA and dsRNA or dsDNA were investigated in 
detail for better understanding of triplex formation by PNA and for elucidation of the dsRNA vs. 
dsDNA binding selectivity of triplex-forming PNA. Thermal stability comparison over a wide range 
of pH and NaCl concentration revealed that the PNA−dsRNA triplex was thermally more stable than 
the PNA−dsDNA triplex, but the pH and NaCl concentration dependence suggested that electrostatic 
interactions were not the primary factor that governed the dsRNA selectivity. Thermal stability under 
the molecular crowding conditions revealed that hydration was a determinant for the triplex stability. 
Thermodynamic and kinetic parameters associated with the triplex formations showed the higher 
association constant and the association rate constant (kon) for the PNA−dsRNA triplex. This suggested 
more favorable association, or nucleation, step in the triplex formation. Comparison of the triplex 
stability and conformation with heteroduplexes demonstrated that the DNA strand in the duplex was 
detrimental to the stability, and caused a conformational change towards an A-type helical structure. 
Overall, I concluded that the key underlying the dsRNA vs. dsDNA selectivity by triplex-forming PNA 
is (a) an adequate flexibility of PNA backbone and a weak communication between base and backbone 
of PNA to conformationally adopt in the deep, narrow major groove of the rigid dsRNA major groove; 
(b) geometric compatibility of the major groove of the A-type dsRNA; (c) relative destabilization of 
the PNA-dsDNA triplex due to polymorphic sugar puckering nature of deoxyribose; (d) hydration. My 
findings for the first time pointed out the importance of intrinsic nature of both PNA and sugar 
puckering for the dsRNA selectivity. Triplex formation is the only way available to recognize dsRNA 
in a sequence-selective manner, but the conventional TFO based on DNA, RNA, or their analogues 
tend to bind strongly to dsDNA than dsRNA. Therefore, significance of this chapter is the first 
examination of the molecular basis of the unique binding selectivity of triplex-forming PNA for 
dsRNA.  
 
Chapter 4. Kinetics and thermodynamics of the triplex formation between PNA and dsRNA were 
investigated in greater detail to understand the binding mechanism and the effects of mismatches. 
From stopped-flow measurements, the kon value was larger by a factor of two than that of TFO because 
of the charge neutral backbone of PNA. The plot of lnkon vs. 1/T (Arrenius plot) gave the apparent 
negative activation energy, which suggested that the triplex formation proceeded by the 
nucleation−zipping mechanism. I found that the kon value dramatically decreased when the ionic 
strength increased, and when the single-base mismatch was located both at the central and at the 
terminal position of the binding sequence. Thus, the nucleation step was very sensitive both to the 
ionic strength and the mismatch, and the nucleus zipped up nondirectionally. Isothermal titration 
calorimetry (ITC) measurements showed that the triplex formation the triplex formation was driven 
by the large negative enthalpy change, H, which was strongly compensated by the large positive 
entropy change, S (an enthalpy-entropy compensation effect). The temperature dependence of the 
thermodynamic parameters exhibited that the triplex formation was accompanied by a large negative 
heat capacity, Cp. This suggested the association phase of the triplex formation was a coupled process 
beween a conformational transition of the PNA and its binding to dsRNA through Hoogsteen base 
pairing. The introduction of the mismatch let to the decrease in the H values while the binding 
constant was fairly affected. The central mismatch had more decreasing effect on the H likely 
because the base pairing was significantly disrupted. Significance of this chapter is (1) the first 
examination of the binding mechanism of the triplex formation by PNA; and (2) comprehensive 
investigation of the PNA triplex formation in terms of the kinetics and thermodynamics. Our results 
will be used for the future design of triplex-forming PNA that has better sequence selectivity and 
binding kinetics for target dsRNA. 
 
Chapter 5. I developed a fluorescent probe: tFIT (triplex-forming forced intercalation of thiazole 
orange) probe based on triplex-forming PNA for fluorescence sensing of dsRNA in a sequence 
selective manner. tFIT probe comprises homopyrimidine PNA and a TO base surrogate. The probe 
formed thermally very stable triplex with the target purine-rich tracts within dsRNA at acidic pH, 
which was accompanied by a remarkable light-up response from the TO unit. The triplex formation 
by tFIT probe proceeded very rapidly, and enabled real-time monitoring of the triplex formation with 
the target dsRNA. For a three-mismatch-containing dsRNA sequence, the probe did not form the 
triplex, and even a single mismatch in the binding sequence decreased the stability of the triplex with 
the probe. Furthermore, the TO unit proved significantly more responsive to the fully matched (target) 
sequence than to the mismatch-containing sequences. This suggested that the probe binding is highly 
sequence-selective, and the fluorescence signal from the probe allowed sensing of the dsRNA 
sequence at the single base-pair resolution. Another unique property is that the TO base surrogate 
functioned as a universal base that paired with any base pair at the opposite site including pyrimidine-
purine pairs. This function can expand the targetable sequence by the triplex formation, which is 
generally limited to homopurine sequences. The conventional fluorescent probes for RNA are based 
on fluorophore modified to oligonucleotides or RNA-binding proteins fused to fluorescent proteins. 
These systems, in principle, recognize their target RNA species by reading the primary sequence of 
the target RNA. However, native RNA is often highly folded, and the accessibility towards the target 
sequence is limited. In this sense, tFIT probe is unique in a way that it can target double-stranded 
regions of the native RNAs without opening the preexisting helices. Significance of this chapter is 
thus (1) development of a fluorescent probe that enables recognition of dsRNA structure and direct 
readout of its sequence for the first time; (2) first demonstration that triplex-forming PNA can be 
converted to a fluorescent probe for dsRNA, and can allow detection of dsRNA in real time; and (3) 
TO universal base as an analytical tool for expansion of the target sequence. tFIT probe opens new 
analytical fields for RNA structure mapping and RNA imaging in analytical chemistry, chemical 
biology, nucleic acid chemistry, and medicinal chemistry. 
 
Chapter 6. I synthesized a series of tFIT probes carrying an alkyl linker between the TO base surrogate 
and the PNA backbone in order to enhance the interaction of the TO unit with the dsRNA part of the 
triplex and increase the binding affinity and selectivity for dsRNA. All probes formed thermally very 
stable triplex with the complementary dsRNA sequences. The triplex formations accompanied the 
fluorescence response of the probes, which was varied significantly depending both on the linker 
length and on the base pair opposite the TO unit. Among the probes, one that had a propyl linker (P3) 
exhibited the largest response for the target dsRNAs. Although the Tm values did not increase by 
introduction of the base surrogate linker, the binding constants of P3 obtained from the fluorescence 
titration experiments were nearly ten-fold larger than those of P1, an original tFIT probe carrying an 
acetyl linker developed in chapter 5. ITC experiments also supported that P3 showed the larger binding 
constant for the target dsRNA than P1, which was even comparable to that of the control PNA having 
no TO unit. This could be due to the enhanced stacking interaction of the TO unit with the dsRNA part 
of the triplex as suggested by the molecular modeling study. I also found that P3 retained the sequence-
selective fluorescence sensing ability at the single-base pair level. Interestingly, the propyl linker 
tethered TO base surrogate exhibited a unique fluorescence spectral shape, which was most likely 
ascribed to contribution from an exciplex-like species (TO-nucleobase dimer). Finally, P3-ssRNA 
duplexes were destabilized by the propyl linker, resulting in the increased dsRNA vs. ssRNA 
selectivity. This was most likely that the propyl linker tethered TO unit was well fitted in the triplex 
structure, but not in the duplex structure. Overall, our data clearly illustrated that the introduction of 
the TO base surrogate linker was an effective approach to enhance the binding affinity for the dsRNA 
while retaining the intrinsic fluorescence response from the TO base surrogate. Our data also offer 
insights into the molecular design of the triplex-forming PNA carrying non-natural base surrogate. In 
general, triplex formation competes with duplex formation with the complementary ssRNA. Thus, it 
is important that not only PNA nucleobases but also the TO unit have binding preference for double-
stranded conformation of RNA. Significance in this chapter is therefore (1) design of tFIT probes that 
have the dsRNA vs. ssRNA selectivity by the TO base surrogate linker; (2) detailed interaction analysis 
of triplex formation between tFIT probes and dsRNA; and (3) unique photophysical properties of TO 
that is forced in the rigid triplex structure. 
 
Chapter 7. The propyl linker introduction was applied to develop a short tFIT probe that can bind to 
dsRNA sequences containing a pyrimidine−purine (Pyr−Pu) inversion. I found the hexamer tFIT probe 
carrying the propyl linker tethered TO base surrogate bound tightly to pyrimidine−purine-containing 
dsRNA sequences, and showed a remarkable light-up response. The binding affinity was in the order 
of 107 M−1, which was at least two orders of magnitude larger than that of triplex-forming PNA having 
no TO unit. Interestingly, the probe carrying the propyl linker exhibited much larger fluorescence 
response and binding affinity for the dsRNA sequences having a pyrimidine−purine inversion opposite 
the TO unit. The fluorescence lifetime measurements demonstrated that there were multiple 
fluorescent TO species, and the relative population of each species determined the fluorescence 
intensity and the binding affinity depending on the base pair opposite the TO unit. Our data for the 
first time showed the selective binding of triplex-forming PNA for Pyr−Pu-containing dsRNA 
sequences. Significance in this chapter is (1) development of ultrashort tFIT probe that achieved strong 
binding to pyrimidine−purine-containing sequences with the nanomolar dissociation constants; and 
(2) first examination of fluorescent TO species that bound to the PNA−dsRNA triplex. 
 
The comprehensive summary of my findings and the significance of my study are written in the last 
chapter (Chapter 8). My thesis focused on development of dsRNA-binding molecules based on PNA, 
the interaction analyses, and the design of dsRNA-selective fluorescent probes for dsRNA sensing. 
Not only did I succeed in developing new class of dsRNA-binding synthetic molecules by targeting 
the overhang structure or the major groove, but also I investigated the interactions in detail in terms 
of thermodynamics, kinetics and photophysics. The developed fluorescent probes: Py-AA-TO for 
siRNA and tFIT probes for hairpin RNAs are novel in their probe design and their target. One 
advantage for these synthetic probes is that it is possible to fine-tune the binding affinity, selectivity, 
and other properties such as cell permeability, additional reaction, and another modality that is 
orthogonal to fluorescence. Indeed, I think there is still room for improvement of my probes for further 
applications such as RNA detection in a pH-neutral cellular milieu. In conclusion, in my thesis I 
successfully developed new probes for dsRNA, investigated the molecular basis of their binding forces, 
and demonstrated some initial-stage applications. I hope and I am sure that further optimization of the 
probes will allow implementation of broad applications in the analytical fields, and beyond. 
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1. 分析化学的標的としての RNA二重鎖 
リボ核酸（RNA）は遺伝情報をデオキシリボ核酸（DNA）からタンパク質へと仲介すると
いうのが従来のセントラルドグマにおける RNAの役割である。つまりタンパク質に翻訳さ
れる RNA（コーディング RNA）の、特に一次塩基配列が重要という考え方である。一方、
2003年のヒトゲノム計画完了を受けて明らかになったことは、RNA の実に 98%近くはタン
パク質に翻訳されておらず（これをノンコーディング RNAと呼ぶ）、残りのわずか 2%足ら
ずがタンパク質へと翻訳されるコーディング RNAであるという事実であった。さらにその
コーディング RNAの数もヒトが他の生物種に比べて特段に多いわけではないことから、ヒ
ト細胞の生命現象の多様性発現にはノンコーディングRNAが重要な役割を果たしていると
考えられるようになってきた。従来のセントラルドグマの概念は、RNA が実際は遺伝情報
の流れの様々な段階に働きかけ、遺伝子発現ネットワークの統合・協調・調節を担うという
概念へとパラダイムシフトしている。RNA 化学に世界中の注目が集まり、多くの新しい発
見が積み重なってきたのはここ 20年余りのことである。 
RNAの機能を理解する上で、その高次構造の理解は欠かせない。RNA研究が進むと、そ
の配列情報もさることながら、高次構造が機能に重要であることが分かってきた。そのベン
チマークとなった発見としてリボスイッチが挙げられる（Winkler et al., 2002）。メッセンジ
ャーRNA（mRNA）上に存在するリボスイッチと総称されるヘアピン型の高次構造は、特定
の生体内小分子と結合することで mRNA の構造変化を誘起し、自身の翻訳のスイッチング
を行う。つまり RNA の高次構造がそれ自身の機能を自己調節しているのである（Haller et 
al., 2011）。mRNA 自身の高次構造はリボソームによるタンパク質翻訳へも影響を与えるこ
とが分かっており、準安定な二重鎖構造を形成するとリボソームによる翻訳が阻害あるい
は一時停止され、タンパク質合成阻害やフォールディングの変化（ミスフォールディング）
の結果を生み出す。二重鎖だけでなく、三重鎖構造や四重鎖構造といったより高次の構造も
また、mRNA の翻訳やタンパク質の折り畳みに強く影響することが報告されている（Endoh 
et al., 2013 & 2012; Giedroc and Cornishi, 2009; Marcheschi et al., 2007）。最近の in vivo RNA構
造解析結果まで視野を広げてみると（下記も参照のこと）、mRNA の翻訳領域に 3塩基間隔
の周期的な構造が観測されており、元来 mRNA は自身の構造化でもって翻訳領域を（リボ
ソームとの相互作用を調節することで？）制御している可能性が示唆されている（Ding et al., 
2014）。mRNA については、特定の保存されたジップコードと呼ばれる RNA 二重鎖構造も
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古くから知られており、特定の mRNA の細胞内局在化に関与している（Johnston, 2005; Ross 
et al., 1997）。mRNA の局在化はそれ自体が生命現象として重要であり、特定の細胞内区画
でのタンパク質発現や、細胞全体の極性発現につながる。この現象は神経細胞や卵母細胞な
どで見られるものである。RNA の一塩基改変を伴う転写後エディティングは、RNA二重鎖
構造を基質としてある種のタンパク質が行うものであり、アミノ酸のコードを変わり結果
としてタンパク質のアミノ酸配列が変化する（Nishikura, 2010; Chen et al., 1987; Powell et al., 
1987）。 
ノンコーディング RNAにおいても高次構造は重要である。小分子ノンコーディング RNA
として広く知られている microRNA（miRNA）や small interfering RNA（siRNA）は、長いヘ
アピン型の RNA二重鎖構造を前駆体として生合成されることが分かってきている（Carthew 
and Sontheimer, 2009; Okamura and Lai, 2008）。成熟した siRNAは 20塩基長程度の完全相補
な小分子 RNA二重鎖であり、タンパク質との複合体を介しウイルス感染に対する防御機構
や内在性の遺伝子発現調節機構の中核を担っていると考えられている（Gaynor at al., 2010; 
Okamura and Lai, 2008; 下記も参照）。その他のノンコーディング RNAも機能が完全に解明
された例は限られているものの、非常に複雑な高次構造をとっていることが予測されてお
り、折り畳み構造が機能と密接に関わっている可能性を示唆している。高次構造が関わる生
体内機構は、生命現象全体との関連を理解するためにはまだ不明な点も多いが、個々の例を
挙げると枚挙にいとまがない。 
 
RNA高次構造を形作る、最も頻繁に生じる二次構造は RNA二重鎖構造である。上記の生
命現象の多くに関与する RNA結合タンパク質を見てみると、一本鎖結合ドメインに続き二
重鎖結合ドメインが二番目に多く存在する結合モチーフであり、RNA 二重鎖結合タンパク
質はすべてこの二重鎖結合ドメインを有する（Masliah et al., 2013）。このことから RNA 二
重鎖構造はタンパク質との相互作用に重要であり、進化の過程でよく保存されてきたので
はないかと推測される。実際に、系統発生学的な RNA構造解析法は、生命現象に必要な折
り畳み構造は種を超えてもよく保存されているという考え方に基づく（Cannone et al., 2002）。
このように二重鎖構造と多様な生命現象とのつながりを踏まえると、RNA 二重鎖構造を直
接解析する手法が、RNA が関わる生命現象を理解する上で重要であると考えることができ
る。特に、ある特定の二重鎖構造をピンポイントで狙える分子ツールが得られれば、二重鎖
構造が生体内環境でも存在しているかを検出する手法や、特定のタンパク質との相互作用
を阻害することで二重鎖構造が関わる生命現象を調べる手法を開発できる可能性がある。
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RNAが原因となる疾患を、RNA 二重鎖を標的として直接的にあるいは間接的に狙った薬剤
分子としての応用も考えられる。 
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2. RNA二重鎖認識の現状と本博士研究の目的 
驚くべきことに、RNA の二重鎖構造は、特に合成分子による結合反応場という観点では、
これまでに分析化学的な標的としてあまり注目されてこなかった。これは後述のように
RNA 二重鎖、特に完全な（ミスマッチや塩基対を形成していない構造を含まない）二重鎖
構造が合成小分子にとって結合しづらい標的であったことが最大の理由ではないかと考え
られる（Thomas and Hergenrother, 2008）。DNA の方が生体分子として重要な標的と考えられ、
核酸結合分子も主にDNAを標的とするものがまず開発されてきたという背景もあるのであ
ろう。実際に、DNA 二重鎖に結合する分子は数多く報告されており、その多様な分子骨格・
結合様式が様々な手法で解析されている。これらに加え、合成 RNA を用いた研究もあまり
多くないことから、核酸合成技術（RNA の方が合成が難しくコストも高い）も背景にはあ
ったものと推測される。こうした状況から、RNA二重鎖へ結合する合成分子の開発は DNA
に大きく後れを取っており、RNA 二重鎖結合分子の相互作用解析データが極めて乏しいこ
とがボトルネックとなって、合理的な分子設計指針を立てていくことが至難の業と言える。
それでも、RNA 二重鎖結合分子を既知のデータに基づいて設計・合成していくためには、
結合様式・反応機構・結合選択性・親和性といった基礎的データの蓄積が必要不可欠である。
RNA と合成分子の相互作用解析はアミノグリコシド系分子で非常によく調べられている
（Thomas and Hergenrother, 2008）。これに比べて他の骨格を有する分子の解析は多くはなく、
個々のRNA分子に対する分子設計と相互作用解析という限定された形で研究が進められて
いるのが現状である。（ハイスループット）スクリーニングを用いた分子探索研究が RNA 標
的に対して数多く進められているのは、RNA には数多くの多様な構造モチーフがあること、
さらに結合の基礎データに乏しいことが相まった結果であろう。 
そもそもRNAがどのように折りたたまっているのかを正確に予測することが困難である
こともまた、RNA 結合分子開発における課題である。最も自由エネルギーが小さくなる折
り畳み構造を予測するアルゴリズムに基づいて、RNA のフォールディング構造を予測する
計算化学的手法はいくつか知られている。しかし、長い RNAになるほどその構造予測の正
確性は落ちていく（Turner and Mathews, 2010; Mathews et al., 2004; Mathews, 2004）。また塩基
対形成の熱力学的パラメータに基づく計算化学的手法では、三重鎖（シュードノット）、四
重鎖、ループ構造といった複雑な高次構造を正確に予測することは現段階では困難である。
これとは別に、RNA の一本鎖／二重鎖構造を、実験的に解析しようとする手法が数多く報
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告されている。この手法では、RNA のフレキシブルな部位（一本鎖部位など）と小分子が
アクセスしにくい部位（二重鎖部位やタンパク質との結合部位など）への小分子プローブの
反応性の違いを利用して、細胞内の RNAが全体としてどの程度高次構造をとっているかを
実験的に決めることができる（Kwok et al., 2015; Wang et al., 2011）。こうした RNA 構造解析
データは、これまでの系統発生学的な RNA構造解析や計算科学に基づくデータと相補的な
ものを与えてくれる（Mathews et al., 2004）。さらにこの手法は近年、in vivoへの応用も活発
に進められており、次世代型シークエンサと組み合わせて行うことで、生きた細胞内の RNA
の高次構造をゲノムレベルでの解析することが可能となってきている。こうした手法は
RNA の高次構造（折り畳み構造）の全体像をより正確に理解するために重要なデータを与
えてくれるとともに、特定の RNA構造を解析するための分析ツールの開発意義を与えてく
れるものである。 
実際に RNA 二重鎖結合分子の合理的な開発を進めていく上で、相互作用解析データをデ
ータベース化していくことは重要である。特に DNA 二重鎖に結合する分子は詳細に解析さ
れているため、DNA 二重鎖結合分子を用いて、RNA 二重鎖との相互作用解析データを DNA
二重鎖とのものと系統的に比較していくことで過去のデータと組み合わせた相互作用解析
データを蓄積できると考えられる。こうした試みは、poly(A)∙poly(U)と poly(A)∙poly(T)をモ
デルとしてWilsonらのグループによって始められた（McConnaughie et al., 1994; Wilson et al., 
1993）。著者らは、インターカレータやグルーブバインダなど DNA 二重鎖へ結合すること
が知られている分子を骨格や結合様式ごとに分類し、RNA 二重鎖と DNA 二重鎖に対する
結合能・二重鎖結合選択性を議論している。また、代表的な研究として、例えば
poly(A)∙poly(U)と poly(G)∙poly(C)に対して Kumarのグループは、上記の目的に向け主にアル
カロイドと呼ばれる化合物群の結合能を分光測定と熱量測定で詳細に調べている（Das and 
Kumar, 2012; Islam et al., 2009; Sinha et al., 2009）。小分子ではなく核酸分子という観点から
は、三重鎖を形成する一本鎖核酸についても、RNA 二重鎖と DNA 二重鎖の結合能を比較
検討した研究結果が同じ 90年代前半に報告され始めた（下記も参照のこと）。ただし繰り返
しになるが RNA二重鎖との結合解析は比較的古くから開始されたにもかかわらず、DNA二
重鎖に比べると報告例は限られており、強力な結合を達成した例も DNA 二重鎖と比べると
あまり多くない。 
 
こうした背景から明らかなように、RNA 二重鎖を選択的に狙う分子の開発分野はまだま
だ発展途上の分野であり、それほど注目を集めていない分野と言える。しかしながら、RNA
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二重鎖選択的な分子を開発できれば、RNA が関与する折り畳み構造や生体機構を調べる分
析ツールとして、様々な応用分野への展開が期待できると考えた。また、RNA 二重鎖認識
は未だチャレンジングな分野であるものの、後述のようにペプチド核酸が RNA二重鎖を狙
った分子として有力であることが明らかになってきており、RNA 二重鎖を狙った合理的な
分子開発指針の糸口が見つかってきている（Li et al., 2010）。したがって、本博士研究では
RNA 二重鎖を標的分子として興味を持ち、ここへ選択的に結合する分子の開発と、その相
互作用解析を行うことを主な目的とした。RNA二重鎖への選択的な結合を獲得するために、
よく知られている核酸二重鎖結合分子を見てみると、インターカレータ（塩基対間への結合
分子）とグルーブバインダ（溝へフィットする結合分子）があるが、いずれも RNA二重鎖
よりも DNA 二重鎖へ強く結合する傾向があるため、RNA 二重鎖選択的な結合分子の設計
に用いることは難しいと考えられる。これまでに知られているRNA二重鎖選択的な分子は、
上記の結合様式以外に大きく分けて、下記の三つの結合様式のいずれかを利用している
（Thomas and Hergenrother, 2008）。一つ目は、RNA二重鎖内部または近傍に存在する特有の
二次構造への結合である。RNA 二重鎖の内部や末端にはしばしば塩基対を形成していない
構造、例えばループ、バルジ、ダングリングエンドなどが存在する。こうした構造は小さな
疎水性空間を提供したり、塩基対形成可能な水素結合面を提供したりするため、ここへ小分
子が結合することが可能である。この結合様式の多くは、水素結合形成や静電相互作用、van 
der Waals 力などが複合的に働いており、同時に構造的にフィットすること（ shape 
complementarity）が重要となることが多い。二つ目は主溝の静電ポテンシャルへの結合であ
る。RNA二重鎖の主溝は、副溝と比較してより負に帯電している（Chin et al., 1999）。これ
はリン酸基の非架橋酸素原子が主溝に向くように整列しているためである。また B 型らせ
ん構造の DNA 二重鎖と比較して、A 型らせん構造をとる RNA 二重鎖では分子内リン酸基
間距離も近い。さらに RNA 二重鎖の主溝は狭く深いという構造的特性を有しており、ここ
へ構造的にフィットしつつ整列したリン酸基と静電相互作用で結合するカチオン性分子が
報告されている（Iwata et al., 2011; Lomadze et al., 2006）。また特定の金属イオンも RNA主溝
へ結合することが知られている（Kieft and Tinoco, 1997）。三つ目は Watson−Crick 塩基対主
溝側の水素結合ドナー・アクセプターへの結合である。これはもう一本のオリゴヌクレオチ
ドによる三重鎖形成反応で見られる結合様式であり、配列選択的な結合が特徴的である
（Thuong and Hélène, 1993、下記も参照のこと）。私は特に siRNA と呼ばれる短い RNA二重
鎖の 2塩基ダングリングエンド構造（オーバーハング構造、第二章）と、ヘアピン RNA二
重鎖との三重鎖形成反応（Watson−Crick塩基対との Hoogsteen塩基対形成反応、第三章から
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第七章）に着目した。具体的には上記の構造へ結合する、ペプチド核酸を基本骨格とした
RNA 二重鎖結合分子を開発し、結合様式・選択性・親和性などを、様々な手法を用いてで
きる限り包括的に解析することを目標とした。RNA 二重鎖を直接狙った合理的な分子設計
を提案すること自体に大きな意味があり、かつ結合を定量的に評価することで RNA二重鎖
結合分子の相互作用解析データとして、今後の RNA 二重鎖結合分子開発研究にも役立つと
考えられる。さらに、核酸染色剤として古くからよく調べられているシアニン色素をモダリ
ティとした RNA 二重鎖選択的蛍光プローブの開発にも取り組み、蛍光検出に基づく分析化
学的応用への展開も本博士研究の大きな目標とした。RNA 二重鎖を可視化するという新し
い概念を提案するとともに、実際の応用実験や将来の応用についても議論する。 
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3. ペプチド核酸 
本研究で着目したのが、人工核酸の一種ペプチド核酸 (PNA: peptide nucleic acid) である（図
1−1）。PNA は DNA の糖－リン酸骨格を N-(2-aminoethy)lglysine 骨格へ置換した DNA 類縁
体である。PNA はもともと DNA 二重鎖と三重鎖を形成することを狙った分子として開発
されたが、実際は合成されたポリチミン PNA は PNA−DNA−PNA 三重鎖構造を形成した
（Nielsen et al., 1991）。これは電荷中性の PNA 骨格が、DNA 二重鎖のWatson−Crick塩基対
を開裂させ、より安定な PNA−DNA 二重鎖を形成できるという極めて特徴的な（PNA特有
の）結合特性に起因する。PNA はその後一本鎖 DNA や一本鎖 RNAと、Watson−Crick塩基
対を介した安定な二重鎖を形成することが報告された（Brown et al., 1994; Egholm et al., 1994）。
PNA 電荷中性の骨格を有するため、PNA−DNA 二重鎖や PNA−RNA 二重鎖は、対応する
DNA−DNA 二重鎖や RNA−RNA 二重鎖よりもリン酸基との電荷反発のない極めて安定な二
重鎖を形成する。また詳細な理由は不明ではあるものの、配列選択性も優れていることが知
られている（Ratilainen et al., 2000; Jensen et al., 1997; Egholm et al., 1994）。これらの性質から、
PNAは DNAや RNAを狙った化学プローブや遺伝子発現抑制ツールとして、生化学・核酸
化学・工学・医療分野で注目を集めている（Barluenga and Winssinger, 2015; Nielsen, 2010）。
PNA の骨格はポリアミド結合で構成されているという意味では、核酸類縁体であると同時
に、ペプチド類縁体とも見なすことができる。しかしながら、PNA 骨格は厳密にはペプチ
ドと異なるため、PNA はアミド結合を加水分解するプロテアーゼに強い耐性を有する
（Demidov et al., 1994）。またヌクレアーゼ耐性も高く、化学的にも非常に安定である。さら
に 4種類の PNA モノマーは市販されているため、核酸合成基のような特殊な合成装置がな
くても任意の配列の PNA を固相合成することが可能である。こうした PNA の安定性の高
さは、研究室レベルで扱うことを可能とし、かつ生体内応用を促進する大きな理由の一つと
なっている。 
 PNA のユニークな結合特性の一つとして、核酸二重鎖に対して多様な様式で結合できる
ことが挙げられる。すなわち PNA は DNA 二重鎖にさらに巻き付いて結合する三重鎖形成
の他に、二重鎖を開裂して結合するインベージョン結合が知られている（Nielsen, 2010）。前
者の結合様式では二重鎖を開裂することなくそのまま結合して PNA−DNA−DNA 三重鎖が
形成されるのに対し、後者の結合様式では二重鎖を一度開裂させ、相補鎖と PNA が
Watson−Crick塩基対形成を介して、PNA−DNA二重鎖や PNA−DNA−PNA 三重鎖が形成され
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る。PNA による三重鎖形成反応はインベージョン結合が競合し、かつ熱力学的にはインベ
ージョン錯体の方が安定であることが多いため、歴史的にはあまり調べられてこなかった
ようである。実際、三重鎖形成反応を調べた報告数は限られており、インベージョン結合を
調べた報告の方が多い。そんな中、2010 年に PNA が RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成す
ることが Roznersらによって報告された（Li et al., 2010）。彼らの発見で最も画期的だったの
は、電荷中性の骨格を持つ PNAが形成する三重鎖は、従来の三重鎖を形成する DNAや RNA
による三重鎖よりもはるかに安定であること、RNA 二重鎖との三重鎖の方が DNA 二重鎖
との三重鎖よりも安定であること、の 2点を示したことである。三重鎖形成反応の利点は塩
基対形成ルールに基づいて、配列選択的に二重鎖へ直接結合できることを利用した、プログ
ラム性の高い分子設計指針にある。この重要性は上記のように RNA二重鎖結合分子の合理
的な分子設計指針がほとんどないという現状からも明らかである。PNA の登場により、従
来の DNA 二重鎖を標的としたアンチジーン戦略にとどまらず、RNA 二重鎖狙うという新
しいアンチセンス戦略・分子ツール設計にも展開できる可能性が広がった。本研究では PNA
と RNA の強力な結合を利用した分子設計を展開した。 
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4. シアニン色素 
本博士研究で開発した蛍光プローブ群は、その蛍光団としてシアニン色素の一種であるチ
アゾールオレンジ（TO: thiazole orange）を利用している（Nygren et al., 1998; Lee et al., 1986）。
シアニン色素は二つのヘテロ環が共役系リンカーで連結した分子であり、TO の場合はキノ
リン環とベンゾチアゾール環がメチンリンカー連結されている（図 1−2）。TO は高粘性条件
下においてオフ－オン（light-up）型の蛍光応答を示すことが知られており（Sundström and 
Gillbro, 1981）、その機構は Bagchi、Fleming、Oxtobyらによって以下のように提案されてい
る（Bagchi et al., 1983）。結晶構造解析ならびに量子化学計算から、TO は基底状態（S0）で
は単体で二つの環がほぼ平面構造をとったトランス体が安定であることが報告されている
（ = 0−4 ; Shank et al., 2013; Biancardi et al., 2011）。基底状態の TO が励起されると、励起状
態（S1）のポテンシャル曲面で最もエネルギーが低い部分（internal conversion funnel、また
は sink と呼ぶ）の構造へと異性化する。この時 S1ポテンシャル曲面を A*から B*へと移動
する現象は、overdamped wavepacket motion と呼ばれる（Yartsev et al., 1995）。ここで形成し
た励起状態 B*はベンゾチアゾール環とキノリン環がリンカーを中心に = 90のねじれた構
造である（Biancardi et al., 2011）。この sinkは基底状態と励起状態のエネルギー差が最も小
さい部分であり、励起状態と基底状態が強くカップリングしているため、B*は構造 B へと
速やかに無輻射失活する（free = 0.0002）（図 1−2黒→赤、Nygren et al., 1998）。一方、この
ねじれ運動（large amplitude motion）が阻害される環境においては、上記の無輻射失活チャ
ンネルが閉じるため、励起状態から蛍光のチャンネルを介して基底状態へと戻る（A*→A）
（Fürstenberg et al., 2006）。あるいは異性体（シス体）となる（図 1−2黒→青）。こうした発
光機構は（少なくともモノメチン）シアニン色素に共通しており、その蛍光応答特性から分
子ローターと呼ばれることもある（Haidekker and Theodorakis, 2007）。TOをはじめとするシ
アニン色素は核酸の塩基対に挿入結合（インターカレーション）することが知られており、
系中に核酸分子が存在するとき、TO の明瞭な light-up 応答は、核酸への結合をスイッチと
して引き起こされる。シアニン色素の light-up応答は非常に大きく、TOの場合 1000倍を超
える（bound = ~ 0.4）（Nygren et al., 1998; Netzel, 1995）。この light-up能は、他の核酸結合性
の light-up分子と比較して群を抜いており、例えば核酸染色剤として汎用されるエチジウム
ブロマイドはわずか数十倍程度である（Lepecq and Paoletti, 1967）。 
結合に伴い、蛍光寿命も長くなることが知られている。Netzelらは DNAへ結合した種々
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のシアニン色素の分光特性を詳細に解析しており、TOの誘導体である TO-PRO-1（TOキノ
リン環の窒素原子に、メチル基の代わりに−(CH2)3N+(CH3)3基が導入されたもの）について、
CT DNA に対しては 0.23 ns / 1.57 ns / 2.67 ns の三成分の蛍光寿命を報告している。一方、
(dAdT)10に対しては 0.41 ns / 1.77 ns、(dGdC)10に対しては 1.36 ns / 3.02 nsの 2 成分の蛍光寿
命を報告している（Netzel, 1995）。また、Seitzらはポリビニルアルコールフィルム中の TO-
PRO-1が、1.38 ns / 3.6 ns の 2成分の寿命を示すことを報告している（Jarikote et al., 2007）。
少なくとも 1−3 ns の 2 つの寿命成分は高粘性条件にある TO 種に由来する蛍光であると考
えられる。これは核酸二重鎖存在下においては、インターカレーションした化学種に対応す
るものと考えられる。これに対し 0.2−0.4 nsより短い成分はおそらく静電相互作用を介して
ゆるく結合した TO 種と考えられる（Fürstenberg et al., 2006）。TOはインターカレーション
を最も安定な結合様式としてとるが、TOの側鎖や核酸やペプチドといった他の分子とのコ
ンジュゲーションにより、溝への結合や静電相互作用するような結合様式もとる。その結合
様式によって蛍光寿命や蛍光量子収率にばらつきがあるものの、核酸の結合により輻射過
程の速度定数が変わらないという仮定の下では、核酸への結合に伴う light-up 応答は蛍光寿
命の長い成分が増大することに起因する。 
以上のように、TOは核酸染色剤として優れた分光特性を有していることはもちろん、TO
を蛍光モダリティとしてプローブに組み込むことで、それ自体の核酸結合能をプローブの
結合に利用でき、かつ結合反応を TO の蛍光応答として読み取ることができると期待した。 
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Figure 1−1. PNA と DNAの構造式。例としてチミン塩基を描いた 
Figure 1−2. TOの構造式と発光機構。励起されたシアニン色素（A*）は、粘性が高いま
たは分子間相互作用により分子内回転が阻害された状態では、励起状態から蛍光チャン
ネルを通して基底状態へと戻る（赤、A*→A）。一方自由に回転できる状態では、励起
状態は無輻射チャンネルを通して基底状態へと戻る（青、A*→B*→B→A）もしくは異
性体になる（青、A*→B*→B→シス体）。：キノリン環とベンゾチアゾール環の二面角 
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5. 第二章の研究背景と目的 
5−1. siRNAを介した遺伝子発現抑制機構 
RNA 干渉（RNAi; RNA interference）は、RNA 二重鎖によって相補配列を有する mRNA が
切断される機構のことで、siRNA と呼ばれる 21 塩基長程度の短い化学合成 RNA 二重鎖に
より引き起こすことができる（Gaynor at al., 2010）。siRNA を細胞内に導入することで、
Argonauteを中核とするタンパク質との複合体: RISC（RNA-induced silencing complex）を形
成し、siRNA のアンチセンス鎖と相補配列を有する mRNA が配列特異的に切断される（図
1−3）。これにより特定のタンパク質の合成が阻害される。この現象は長い RNA二重鎖を細
胞内に入れることで特定のタンパク質発現が抑制されることを示した Fire と Mello らによ
り初めて報告された（Fire et al., 1998）。その後、Tuschlらにより短い RNA 二重鎖（siRNA）
を導入しても同様の効果が得られることが示された（Elbashir et al., 2001）。2001 年には RNAi
は Science誌の breakthrough of the yearに選定され、2006年には FireとMello 両氏にノーベ
ル医学生理学賞が与えられた。これらはいかに RNAiが世界的に重要な発見であり、世界の
研究にインパクトを与えたかを物語っている。特に siRNA によって特定の遺伝子発現を容
易にかつ効果的に抑制できる RNAi技術は、生化学分野の発展に大きく貢献した。これと同
時に、RNAi 機構を利用した医学的応用、すなわち siRNA 医薬開発研究が加速した。近年、
核酸の固相合成技術の発展は目覚ましく、21塩基長程度の siRNAであれば比較的容易に化
学合成することが可能となった。ヒトゲノム解析結果も重要で、配列既知の mRNA を標的
に合成 siRNA を細胞内へ導入することで、特定の疾患に関わるタンパク質の発現を抑制で
きる可能性が次々に報告された（Resnier et al., 2013; Behlke, 2006; Song et al., 2003）。siRNA
へ適切な化学修飾を施すと RNAi効果が向上することや、キャリア分子を用いると効果的に
標的細胞へ導入できる点も非常に重要である（Resnier et al., 2013; Daka and Peer, 2012; 
Bramsen et al., 2009）。こうした特性は核酸医薬に共通するものであり、技術開発こそは進ん
でいたが、実用化に陰りが見えていたアンチセンス医薬分野での知見が生かされるもので
もあったため、siRNA 登場により核酸医薬開発の機運が再び世界中で高まった。また、最近
は核酸医薬実用化に向けた GMP（good manufacturing practice）レベルの製造環境が整い、レ
ギュラトリーサイエンスの議論が深まってきているため、法規制の観点からもその開発を
後押しする流れが強まっている。 
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5−2. 蛍光をモダリティとした siRNAデリバリー解析 
siRNA 医薬開発に向けては、核酸医薬開発に一般に言えることだが、標的臓器・細胞へのデ
リバリーが最も大きな課題となっている（Gallas et al., 2013; Bouchie, 2012）。これはポリア
ニオンの siRNA は細胞膜透過性がなく、かつ容易にヌクレアーゼに分解されてしまうため
である。siRNAのデリバリー手法はウイルス性と非ウイルス性に大別され、さらに後者は化
学構造やデリバリー機構の違いで、カチオン性の脂質ベースの分子、ポリマーベースの分子、
その他のシステムに分類できる。一口にキャリア分子（デリバリーマテリアル）の開発と言
っても、siRNA との複合体の安定性や坦持量、取り込み・放出効率、細胞毒性など多くのパ
ラメータが存在する。共通するのは、細胞・個体ベースのイメージング解析が重要である点
である。すなわち、細胞内へどの程度取り込まれ放出されるか、目的の細胞内区画や臓器へ
と輸送できているかを評価しなければならない。特に細胞ベースのイメージング解析は、そ
うした挙動を分子レベルで解析できる点が特徴的であり、キャリア分子（構造）と性能を関
連付けて評価することで合理的な設計開発に必要な情報を得ることができる。また、細胞イ
メージング解析法は、リアルタイム解析はもちろん、一分子レベルでの解析もなしうる点で
特徴的である。そこで強力なのが蛍光分光法である。蛍光分光法は感度が非常に良いため、
nM 濃度で機能する siRNA のデリバリー過程を解析できる有効な解析技術である。加えて、
2014 年のノーベル化学賞が超解像蛍光顕微鏡開発へ与えられたように、一分子レベルの解
析も可能とするイメージング技術の発展も目覚ましい。 
細胞内 siRNA 挙動の蛍光解析では、蛍光色素を共有結合で末端修飾した siRNA が広く用
いられてきた（図 1−4）。Ranaらは蛍光色素として Cy3 をセンス鎖 3’末端に修飾した siRNA
を用いて、その細胞内挙動解析を初めて報告した（Chiu et al., 2004）。この手法を用いて、細
胞内取り込み・局在を可視化し、キャリア分子の評価（導入効率と局在）できることを報告
している。また、適当な 2種類の蛍光色素を組み合わせ、色素間で生じる蛍光共鳴エネルギ
ー移動（FRET: fluorescence resonance energy transfer）を用いた解析法も報告されている。例
えば、Smedtらは Rhodamine Greenと Cy5（Raemdonck et al., 2006）、Helmらは fluoresceinと
tetramethylrhodamine（Järve et al., 2007）でそれぞれ修飾した一本鎖 RNA をアニーリングし
て形成した siRNA を利用して、細胞内における siRNA の局在をその二重鎖／一本鎖状態を
区別して解析できることを報告している。siRNA 鎖中に色素を修飾する手法の提案されて
いる。例えば Damhaらは鎖中シトシン塩基を蛍光性人工シトシン塩基: Phenylpyrrolocytosine
で置換した siRNA を開発し、色素末端修飾 siRNAと同様に、細胞内取り込み・局在といっ
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た挙動情報を得られることを報告している（Wahba et al., 2011）。Breunig らは 2種類の色素
を鎖中へ導入することで FRET 系を構築し、二重鎖／一本鎖状態の区別しながらデリバリ
ー過程をイメージング解析できることを報告している（Holzhauser et al., 2013）。浅沼らはシ
アニン色素を擬塩基として導入した siRNA を用いて RISC 形成時に蛍光応答を示す siRNA
を開発し、siRNA 局在のみならず、細胞内における siRNA−タンパク質複合体形成を可視化
できることを報告している（Kamiya et al., 2013）。 
キャリア分子に蛍光色素を修飾したり、蛍光性のキャリア分子を用いたりすることで、
siRNA の細胞内取り込み・放出を評価した研究も報告されている。蛍光性のナノ粒子、例え
ば量子ドットは有機色素と比較して輝度・光安定性に優れ、より感度の良いイメージングが
可能である（Derfus et al., 2007）。また、アップコンバージョンナノ粒子を用いれば近赤外領
域の励起波長でイメージングできることも報告されている（Jiang et al., 2009）。 
このように蛍光色素を修飾した siRNA やキャリアを用いた既往法では、細胞内 siRNAの
挙動（局在、細胞内取り込み、安定性、一本鎖／二重鎖状態の区別、RISC形成等）、機能解
明に文字通り光を当ててきた。しかし、siRNAやキャリアへ蛍光色素を修飾する手法では、
それ特有の欠点がある。一点目は、約 20塩基長と短い siRNAを比較的立体的に嵩高い蛍光
色素を修飾する点である。蛍光色素を修飾した siRNA は siRNAミミックである。色素修飾
部位が末端であっても鎖中であっても、これが原因で RISC 形成に関わるタンパク質との本
来の相互作用が阻害され、RNAi活性が低下することがしばしば指摘されている。また色素
を連結するリンカー部位の化学結合やリンカー種も問題になる可能性も考えられる。二点
目はキャリア分子の化学修飾は有機合成的に困難であることが多い点であり、ナノ粒子に
関してはカドミウムなどを含むものがあるため細胞毒性にも注意が必要である。三点目は
siRNA やキャリア分子の分解物・代謝物として遊離した色素からもシグナルが観測されて
しまうため、蛍光応答と siRNA の局在は必ずしも一致しない可能性である。これは特に観
察時間が長くなると問題になると考えられ、siRNA の局在を詳細に解析する場合に注意が
必要である。また疎水性の高い有機色素は細胞内小器官やタンパク質へ非特異結合してし
まうため、これにより siRNA 本来の局在が変化し正しい局在情報を得られない可能性もあ
る。 
これらは、蛍光団を共有結合で修飾する、という考えに基づく限り避けられないものであ
る。もちろん、市販の有機蛍光色素は輝度が非常に高く、従来法を用いることで siRNA の
細胞内動態の理解は格段に進んだのは事実である。しかし一方で、イメージングタグを導入
した siRNA ミミックを用いる手法では、siRNA のサイレンシング能力とキャリア分子の性
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能の相関を正確に評価できない。 
こうした背景から、従来とは異なる、つまり非共有結合を介して蛍光色素を修飾するラベ
ル化法が開発できれば、上記の問題が解決できる siRNA デリバリー解析法を提案できると
考えた。siRNAへ直接蛍光色素を修飾しない手法であれば、解析対象は医薬としての本来の
姿・機能を有するナチュラルな siRNA となる。これにより種々の化学修飾を施した siRNA
のサイレンシング活性とキャリア分子によるデリバリー効率とを精密に解析できるのでは
ないかと考えた。これを達成するためには、siRNA へ選択的に結合し蛍光応答を示すような
プローブの開発が必要となる。これまでに類似の考えのもと、エチジウムブロマイドとフル
オレセインを連結した分子：FLEth（van der Wiel et al., 2009; Stevens et al., 2008）やビスイン
ターカレータの一種：BOBO-3（Jiang and Zhang, 2010）を siRNAの非共有結合染色剤（アフ
ィニティラベル化剤／レポータ分子）として用いたデリバリー解析が報告されている。しか
しいずれも siRNA だけではなく、細胞内の他の DNA 二重鎖や他の RNA分子に対しても結
合できるため、細胞内に導入された後の分子が他の核酸分子へと結合し擬陽性シグナルを
発してしまう懸念がある。実際 FLEthはもともと細胞内全 RNAの染色剤として報告された
分子であり（Stevens et al., 2008）、BOBO-3も一般的なインターカレータで、siRNA結合選
択性は知られていない。 
さらに、将来的にはデリバリー解析を超えた、新しい siRNA 解析法への展開の可能性も
考えられる。つまり内在性 siRNA を標的とした解析法である。2008年にマウス内において
内在性の siRNAの存在が初めて報告された（Okamura and Lai, 2008; Tam et al., 2008; Watanabe 
et al., 2008）。哺乳類細胞では RNA 二重鎖を形成する酵素（RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ）
が存在しないので、内在性の siRNA は存在しないのではないかと考えられていた。しかし
哺乳類細胞内でも siRNA の前駆体となり得る長い二重鎖構造が様々な経路で生成されてい
ることが示唆された（Okamura and Lai, 2008; Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008）。さらに
その後哺乳類細胞でも RNA 依存性 DNA ポリメラーゼ（TERT）が RNA 二重鎖を生合成す
る酵素として機能することも報告されている（Maida et al., 2009）。こうした内在性 siRNA に
関する知見は、ほぼシークエンシング情報に基づくものに限られ、細胞内での局在などは明
らかになっていない。内在性 siRNA の生化学的意義は未だ分かっていないことが多いこと
から、siRNA 選択性蛍光プローブが開発できれば内在性 siRNA を調べる唯一の分析ツール
として、生化学分野における大きな発見になることが期待できる。 
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5−3. siRNA選択性蛍光プローブを用いた新規 siRNAデリバリー解析法の開発 
そこで第二章では、siRNA へ選択的に結合する蛍光プローブを開発し、それを用いた siRNA
デリバリーイメージング解析法の開発を行った。ここで siRNA に対する結合選択性を獲得
するために着目したのが、siRNA特有の二次構造：オーバーハング構造である。具体的な分
子設計として、3’末端 2塩基オーバーハングとWatson−Crick塩基対形成する 2塩基PNAと、
オーバーハング近傍の二重鎖部位へ結合し蛍光応答を示す TO を C 末端側へ連結した
diPNA-TO コンジュゲートを基本とした分子開発を行った。最終的に芳香族化合物の一種、
ピレンを PNACN 末端へと導入した siRNA 選択的蛍光プローブ：Py-AA-TOを開発した（佐
藤貴哉、平成 25 年）。第二章では、Py-AA-TO を色素修飾していなナチュラルな siRNA の
アフィニティラベル化剤として利用した、細胞内デリバリーイメージング解析法の開発を
行った。蛍光顕微鏡で siRNA がキャリア分子により生細胞へと導入・輸送され、最終的に
解消するまでを蛍光顕微鏡とフローサイトメトリを用いて評価した。また、得られた結果を
従来の色素修飾 siRNA を用いた手法での結果と比較し、本イメージング法の特長を議論し
た。 
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Figure 1−3. siRNA を介した RNAi機構 
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Figure 1−4. 蛍光を用いた既存の siRNA デリバリー解析法。（A）蛍光ナノ粒子をキャ
リア分子として利用。（B）有機色素を一種類修飾した siRNA を利用。（C）有機色素
を二種類修飾した siRNA を用い、色素間の共鳴エネルギー移動をシグナル検出に利
用。（D）蛍光色素を擬塩基として導入した siRNA を利用。（E）siRNA へ結合し蛍光
応答を示す蛍光性分子を利用 
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6. 第三章と第四章の研究背景と目的 
6−1. 三重鎖形成オリゴヌクレオチド 
三重鎖形成反応は核酸二重鎖を配列選択的に認識するシンプルかつ強力な分子認識機構で
ある。三重鎖形成オリゴヌクレオチド（TFO: triplex-forming oligonucleotide）は特定の塩基組
成を有する一本鎖核酸を指し、二重鎖の片方の鎖のプリン塩基と主溝側から Hoogsteen塩基
対を介して結合し三重鎖を形成する（Duca et al., 2008; Thuong and Hélène, 1993）（図 1−5 & 
1−6）。その結合様式は TFO の塩基組成によって、(T,C)−モチーフ、(G,T)−モチーフ、(G,A)−
モチーフの三種類に大別され（括弧の中が TFO を形成する塩基の種類）、二重鎖の片方の鎖
内のホモプリン配列、すなわち連続した A−U、G−C 塩基対へ結合する。(T,C)−モチーフは
TFO がホモプリン鎖に対してパラレル配向で、(G,A)−モチーフはアンチパラレル配向で、
(G,T)−モチーフはそのどちらの配向でも、それぞれ結合することができる。例えば(T,C)−モ
チーフは pH酸性条件下においてチミンがアデニン、プロトン化したシトシンがグアニンと
Hoogsteen塩基対を形成し、T∙A−U、C+∙G−C 塩基三量体を形成しそれが積層することで三重
鎖が構築される（「∙」は Hoogsteen塩基対、「−」はWatson−Crick塩基対をそれぞれ示す、図
1−5a & 1−6a）。一方、アンチパラレル配向での三重鎖形成では、reverse Hoogsteen 塩基対を
形成することで三重鎖を形成する（図 1−5b, c & 1−6b）。いずれの結合様式においても標的
核酸の二重鎖構造を壊すことなく、二重鎖のまま結合でき、かつ配列も読み取ることができ
るのが三重鎖形成反応の特徴である。一方、広く用いられている(T,C)−モチーフでは、シト
シンがプロトン化する必要があるため、N3位の窒素の pKaが約 4.3であることから酸性 pH
条件にする必要がある。また 2点の Hoogsteen型水素結合を形成するために、標的配列はア
デニンとグアニンが連続した配列に制限される。一般に三重鎖形成反応では、TFO リン酸
基と二重鎖のリン酸基同士の電荷反発をより強く受け、これは二重鎖形成時よりも大きい
ために、三重鎖の安定性は二重鎖よりも低くなる。核酸合成技術の進歩から、様々な骨格を
組み込んだ TFO が開発されており、例えば LNA（locked nucleic acid）を組み込んだ TFO は
非常に安定な三重鎖を形成することが可能である（Obika et al, 2001）。原理的に TFO は DNA
二重鎖とも RNA 二重鎖とも結合できるが、RNA二重鎖との安定性はそれほど高くなく、ほ
ぼすべての TFO は RNA 二重鎖よりも DNA 二重鎖に対して強く結合する傾向がある
（Roberts and Crothers, 1992）。これは直感的には、RNA二重鎖の狭く深い主溝が TFO の結
合に不利であるためと理解できる。 
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Figure 1−5. 三重鎖形成モチーフ。（A）(T,C)-モチーフ、（B）(G,T)-モチーフ、（C）(G,A)-モ
チーフ。左半分が Hoogsteen 結合を介したパラレル配向での結合で、右半分が reverse 
Hoogsteen結合を介したアンチパラレル配向での結合 
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Figure 1−6. 三重鎖を形成する塩基三量体。（A）Hoogsteen 塩基対、（B）reverse Hoogsteen
塩基対。塩基の色は図 1−5に対応している。「*」は Hoogsteen塩基対、「−」はWatson−Crick
塩基対を意味する 
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6−2. 合成分子による RNA二重鎖の配列選択的認識の難しさ 
DNA 二重鎖へ配列選択的に結合する分子は、TFO の他にも数多く知られている。その例と
しては、pyrrole-imidazole polyamide（Dervan and Bürli, 1999）、polyintercalator（Lokey et al., 
1997）、zinc fingerタンパク質（Beerli and Barbas, 2002）、CRISPER-Cas9（Sander and Joung, 
2014）などが代表的である。しかし例えば pyrrole-imidazole polyamide は RNA 二重鎖に対し
てはほとんど結合できないことが報告されている（Chenoweth et al., 2013）。また配列選択性
はないが、DNA二重鎖の副溝へ強く結合する合成小分子：ヘキストも、RNA 二重鎖に対し
ての親和性は DNA二重鎖に対するものよりも小さくなると報告されている（Cho and Rando, 
2000）。つまり一般に、RNA 二重鎖の溝は DNA二重鎖のものと比較して分子認識場として
乏しいことが示唆される。 
RNA二重鎖と DNA 二重鎖の大きな違いは、糖のパッカリングと糖 C2’-OH基の有無であ
る。すなわち、糖のパッカリングは二重鎖の全体構造に違いを生み出し（そしてそれは C2’-
OH 基が重要なのであるが）、C2’-OH 基は溝の性質を変化させる。DNA 二重鎖の主溝は広
く浅い一方、副溝は狭く深い。DNA 二重鎖の主溝に対するアクセシビリティの高さは、TFO
や他の分子の結合のしやすさに重要であると考えられる。一方、RNA二重鎖の溝は DNA二
重鎖の溝とはほぼ逆の性質を有している。つまり RNA二重鎖の主溝は狭く深い一方、副溝
は広く浅く、かつ糖の C2’-OH 基が飛び出している。多くの RNA 結合分子は溝へのアクセ
シビリティの低さや溝の構造へフィットできないために、溝の静電ポテンシャルを活用し
たり、塩基対が崩れた二次構造を認識したりすることで結合する（上記も参照のこと）。こ
うした背景から RNA 二重鎖へ比較的強く結合でき、かつ配列を読み取ることのできる分子
は、一部の TFO に限られていた。 
 
6−3. ペプチド核酸と RNA二重鎖の三重鎖形成反応 
こうした背景があったため、PNA が RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成するという Rozners
らの報告は画期的であった（Li et al., 2010）。従来の TFO による三重鎖の安定性はあまり高
くなかったのに対し、PNA による三重鎖は熱的に極めて安定であった。同じ長さの二重鎖
の融解温度と比較しても、三重鎖構造の方が高い安定性を示した結果は、PNA が元来 RNA
一本鎖よりも RNA二重鎖に対して結合選択性を有することを示唆していた。さらに興味深
いことに、同じ配列の DNA 二重鎖との三重鎖よりも RNA 二重鎖との三重鎖の方がより安
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定性あるという結果が得られ、従来の TFO に報告されていた結合特性とは全く異なってい
た（Roberts and Crothers, 1992）。つまり三重鎖形成 PNA は現在までで報告された合成分子の
中で、RNA 二重鎖へ配列選択的に強く結合し、かつ DNA 二重鎖よりも強く結合できる唯
一の分子である。同グループからはピリミジン塩基と 1 点の塩基対を形成しうる核酸塩基
改変体や（Gupta et al., 2011）、pH中性条件下でも Hoogsteen塩基対を形成できるシトシン改
変体（Zengeya et al., 2012）、PNAを細胞内へ導入するためのカチオン性アミノ酸残基の導入
（Muse et al., 2013）など、PNA による三重鎖形成反応を用いた応用に関わる報告が数多く
なされている。最近では、2015年に Roznersおよび杉本らにより、mRNAの 3’-UTR 領域に
形成した二重鎖構造と 9塩基長の三重鎖形成 PNAが生細胞内で三重鎖を形成でき、さらに
は mRNA の翻訳を阻害しうることを報告している（Endoh et al., 2016a）。Chen らのグループ
も C−G 塩基対へ結合できる塩基改変体（Toh et al., 2016）や pH中性条件下で機能するシト
シン改変体を報告している（Devi et al., 2014）。これらの先行研究は、三重鎖形成 PNA が
RNA 二重鎖を狙った合成分子として強力であり、かつ細胞内で RNA 二重鎖の生体機構を
調べる分析ツールとして機能しうる可能性を示している。 
 
6−4. ペプチド核酸の RNA二重鎖結合選択性の解明 
三重鎖形成 PNA が RNA二重鎖 vs. DNA 二重鎖選択性を示した点は、これまで全く知られ
ていなかった結合特性であるにも関わらず、Roznersらはこれについて特にコメントをして
いない。Chen らは PNAが RNA二重鎖の狭く深い主溝に構造的にフィットしているからで
はないかとコメントしている（Devi et al., 2014）。しかし、これを実験的に支持するデータは
なく、未だ詳細な解析が行われていないのが現状である。RNA 二重鎖結合分子を開発する
こと自体非常に困難であり、かつ DNA 二重鎖よりも強く結合できる配列選択的な分子は三
重鎖形成 PNA しか例がない、という状況を考えると、この RNA 二重鎖結合選択性の原因
を解明することは非常に重要であると考えられる。化学的興味はもちろん、その詳細な解析
結果は、さらなる三重鎖形成 PNA の改良や新しい RNA 二重鎖結合分子開発へ重要な知見
を与えると期待できる。第三章では PNA と RNA二重鎖／DNA 二重鎖の三重鎖形成反応を
詳細に調べ、RNA二重鎖選択性の原因解明を目指した。三重鎖形成反応を定量的に評価し、
PNA−dsRNA三重鎖形成と PNA−dsDNA三重鎖形成の違いを議論するとともに、従来の TFO
による三重鎖形成反応と比較することで、PNAによる三重鎖形成反応の特性、ならびにRNA
二重鎖結合選択性を総合的に議論した。 
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6−5. ペプチド核酸と RNA二重鎖との三重鎖形成反応の詳細な解析 
さらに第四章では、PNAと RNA 二重鎖の三重鎖形成反応を速度論と熱力学の観点からより
詳細に検討し、三重鎖形成反応の特性を調べた。三重鎖形成反応に関して、Rozners らのグ
ループは等温滴定カロリメトリ（ITC）、融解温度測定、CDスペクトル測定を主な手法とし
て解析している（Li et al., 2010）。特に三重鎖形成反応の熱力学の大部分は同グループによ
って報告されたものである（Muse et al., 2013; Gupta et al., 2012 & 2011; Zengeya et al., 2012; 
Zengeya and Rozners, 2011; Li et al., 2010）。最近では杉本らとの共同研究で、三重鎖形成反応
の熱力学と速度論の pH依存性に関して解析した結果も報告している（Endoh et al., 2016b）。
Chen らは融解温度測定、非変性ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動を主な解析手法
として調べている（Toh et al., 2016; Devi et al., 2014）。しかし、三重鎖形成反応の速度論に関
してはほとんど解析されていないのが現状である。実は PNA と DNA 二重鎖との三重鎖形
成反応においても、速度論的解析データは乏しく、Nielsen らが報告している電気泳動を用
いた半定量的な結果にとどまっているのが現状である（Hansen et al., 2009）。また PNAによ
る三重鎖形成の反応機構について考察した例もない。こうした現状は、TFO に関してはそ
の熱力学と速度論、反応機構がよく調べられていることとは対照的である（詳細は第四章を
参照のこと）。加えて、配列選択的な結合様式を利用する際には、その配列選択性の本質を
速度論・熱力学の観点から詳細に解析することが重要である。そうした結合データは、より
配列選択性の高いプローブ設計などへとフィードバックすることができる。第四章では特
に反応機構を考えるために必要なパラメータを算出し、会合過程の反応機構を考察した。さ
らにミスマッチ含有配列との相互作用を解析し、ミスマッチ塩基対が三重鎖形成反応にど
のように影響するかを定量的に評価することで、配列選択性の原因を調べた。 
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7. 第五章から第七章の研究背景と目的 
7−1. RNAを標的とした蛍光プローブ 
イメージング技術は、本来「見えない」RNA の局在を明らかにでき、かつ局在と機能の関
係を明らかにできる重要な分析技術である。近年の一分子イメージング技術を用いれば、
RNA の不均一な局在パターンやタンパク質との相互作用を可視化することも可能になって
きている（Spille and Kubitscheck, 2015）。 
従来の RNA 検出・イメージングは、合成プローブを用いた手法と、蛍光性タンパク質プ
ローブや改変した標的 RNA を発現させる遺伝子工学的アプローチに大別できる。前者の代
表例であるオリゴヌクレオチドプローブは、標的 RNAと相補配列を持つ一本鎖核酸で、蛍
光色素が修飾されたものを指す。単に、有機色素を修飾したプローブは標的 RNA と二重鎖
を形成していれば、基板上での反応のように洗浄作業ができる系や、細胞を固定化し洗浄作
業を行える系において結合していないプローブのみを洗い流すことができるので、標的に
結合したプローブに由来するシグナルを検出することで標的 RNA を検出することができ
る。洗浄操作ができない均一溶液中や生細胞中における特定の核酸検出を行うためには、結
合に伴うシグナル変化が得られるプローブ設計が必要であり、これはモレキュラービーコ
ン型の分子設計によって達成される。モレキュラービーコンはヘアピン型構造をとる一本
鎖核酸プローブで、一方の末端に有機色素を、もう一方の末端には消光団を連結したものを
指す（Tyagi and Kramer, 1996）。それ自身はヘアピン型をとる状態では蛍光団と消光団が隣
接しているため、動的消光やエネルギー移動によって蛍光団からのシグナルは観測されな
い。しかし標的 RNA が存在すると、分子内のループ部分と一部のステム部分が標的 RNA
と二重鎖を形成するので、分子内ヘアピン構造は解消し、蛍光団と消光団が距離的に離れる。
すると蛍光団からのシグナルが回復するので、結合に伴うオフ－オン型シグナルが観測さ
れる。遺伝工学的手法の代表例であるタンパク質プローブは、RNA 結合タンパク質と GFP
などの蛍光タンパク質を連結したものを指す。その中でも light-up型のものは小澤らが開発
したタンパク質プローブで、2 対の RNA 結合タンパク質－蛍光タンパク質（GFP: green 
fluorescent protein）コンジュゲートである。二分子が標的 RNA の隣接した配列へそれぞれ
結合すると、結合タンパク質にそれぞれ連結された GFP の片割れ同士が再構成し、GFP 発
光を取り戻すというものである（Ozawa et al., 2007; Yamada, 2011）。また、遺伝子改変した
標的 RNAを発現させる方法では、標的 mRNA の非翻訳領域に特定の RNA構造を繰り返し
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発現させ、そこへ結合する RNA 結合タンパク質－蛍光タンパク質複合体を同時に発現させ
る。またはその RNA構造へ結合する light-up型の蛍光色素を導入することで RNAを可視化
する手法である。より詳細なプローブ紹介に関しては詳しい総説に譲る（Rath and 
Rentmeister, 2015; Bao et al., 2011）。 
従来のモレキュラービーコンの概念を超えた、新しい light-up型蛍光プローブの開発も進
んでいる。モレキュラービーコンは light-up型のシグナルを得るために消光団を必要とする。
これは蛍光団のシグナルが常にオンであるためである。そこで、色素単体が有する light-up
型の蛍光応答を活用したのが最近のプローブ群である。ここではシアニン色素を蛍光団と
して用いている。シアニン色素の特性を活用した RNAプローブは本質的に消光団を不要と
した、すなわちモレキュラービーコンの分子設計概念に依存しないものである。ここでは分
子設計のみを簡単に概観する。Kubistaらは、一本鎖 PNA の末端に TO を連結した「light-up
プローブ」を開発した（Svanvik et al., 2000）。PNA部位が標的一本鎖核酸と二重鎖を形成す
ると、そこへ末端の TO 部位がインターカレーションし蛍光応答を示す。この分子設計は一
本鎖オリゴヌクレオチドでも可能である（Isacsson et al., 2000）。Asselineらは TFO の末端に
シアニン色素を修飾し、DNA 二重鎖と三重鎖形成することで蛍光応答を示す lught-up 型の
TFO プローブへと展開している（Renard et al., 2008）。TO修飾部位はプローブの内部でも可
能である（Privat et al., 2001）。岡本らは内部の核酸塩基にTOを2分子連結したECHO（exciton-
controlled hybridization-sensitive fluorescent oligonucleotide）プローブを報告している（Ikeda et 
al., 2009; Okamoto, 2011）。このプローブの消光機構は少し異なり、TO 同士がプローブ単体
では H 会合体を形成し、蛍光チャンネルが禁制遷移になることでほぼ無蛍光となる。一方
標的核酸と二重鎖を形成すると TO は二重鎖へとインターカレーションし（実際はインター
カレーションとグルーブバインディングの 2つの結合モードが混在しているようであるが）
蛍光応答を示す。この分子設計は同グループによって TFO プローブにも展開されている
（Ikeda et al., 2013）。Brown らは岡本らと類似の修飾法で、内部にシアニン色素と一般的な
有機色素を連結した Combination プローブを報告している（Qiu et al., 2016）。プローブ単体
では、シアニン色素はそれ単体で無蛍光であり、かつ両色素同士とも動的消光することで、
結果どちらの色素もほぼ無蛍光となる。一方標的核酸と二重鎖を形成しシアニン色素がイ
ンターカレーションすると有機色素との消光過程がなくなり、かつ回転が抑制されること
でシアニン色素及び有機色素が共に蛍光応答を示すようになる。Seitz らは塩基の代わりに
シアニン色素を組み込んだ FIT（forced intercalation of thiazole orange）プローブを開発した
（Hövekmann and Seitz, 2016; Köhler and Seitz, 2003）（図 1−7）。シアニン擬塩基は単体ではほ
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ぼ無蛍光であるが、二重鎖を形成すると二重鎖内に強制的にインターカレーションさせら
れた状態となり蛍光応答を発する。 
 
 
 
 
 
Figure 1−7. PNA FIT プローブの構造の模式図と RNA 一本鎖との結合スキーム。TO擬塩
基は、プローブ単体ではほとんど蛍光応答を示さないが、二重鎖を形成すると蛍光応答
を示す（緑→黄） 
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7−2.  RNA二重鎖に特化した蛍光プローブの開発 
従来のプローブはいずれも標的 RNA 種の一本鎖部位を狙ったものである。つまり分子認識
機構の根幹は、Watson−Crick 水素結合面をとらえることで一次塩基配列を読み取ることに
ある。この一本鎖 vs. 二重鎖選択性を利用すれば、間接的には RNA 二重鎖構造解析ができ
る。例えば村上らは、ピレンを 2 分子組み込んだビスピレンプローブを開発し、RNA 一本
鎖構造と二重鎖を形成すると蛍光強度が大きくなることを利用して、標的配列が一本鎖構
造に近い、アクセシビリティの高い構造をとっているか、二重鎖構造をとりアクセシビリテ
ィが低い状態になっているかを区別できることを報告している（Mahara et al., 2002）。 
一方第五章では、三重鎖形成 PNAを基本骨格とすることで、RNA 二重鎖を直接狙うタイ
プの蛍光プローブの開発を目指した。これを私は tFIT（triplex-forming forced intercalation of 
thiazole orange）プローブと名付けた。設計したプローブは、TO を擬塩基として分子中央に
導入した。この分子設計は Seitzらにより開発された FIT プローブ設計を、三重鎖形成 PNA
へと応用した形になる。TO を擬塩基として活用する FIT プローブ設計では、TO やそのほ
かのシアニン色素を単に末端や内部核酸塩基へと修飾した分子設計では得られない優れた
特性が発現することが知られている（Hövelmann and Seitz, 2016）。また、TO 自身の分光特
性も踏まえ、tFIT プローブの特性として以下が重要になると考えた。 
（1）プローブ単体では FIT プローブ同様ほぼ無蛍光であるが、三重鎖を形成すると TO 擬
塩基は三重鎖構造の中へ取り込まれ、回転が阻害される環境に置かれるため light-up応答を
示す。そのため RNA 二重鎖への結合反応を TO 部位の light-up 応答として読み取ることが
できる。 
（2）TO は天然核酸塩基の中でも酸化還元電位の低いグアニンによる光誘起電子移動に基
づく蛍光消光を受けにくい性質を有しているため（Netzel et al., 1995）、標的がホモプリン配
列となる三重鎖形成反応に活用できる蛍光団である。 
（3）ミスマッチ塩基対が形成された場合、TO は塩基として隣接しているためその構造的揺
らぎに敏感であることが予想される。するとミスマッチの存在に応答して蛍光応答が小さ
くなり、配列選択的な蛍光応答が得られることが期待できる。 
（4）FIT プローブで既に見出されているように、TO の対面塩基が A、T（U）、G、C いず
れであっても安定な二重鎖が形成する。すなわち TO はユニバーサル塩基として機能する。
これは対面塩基が二重鎖の外へフリップアウトするためではないかと推測されている。同
様の結合様式を予想すれば、三重鎖形成反応においても TO擬塩基がユニバーサル塩基とし
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て機能することが期待できる。これにより対面塩基がピリミジンであっても結合すること
ができれば、三重鎖形成反応の配列制限を緩和できると考えられる。 
以上の性質を期待し、第五章では RNA 二重鎖を配列選択的に蛍光検出する tFIT プローブ
の設計・合成ならびに相互作用解析を行った。合成した tFIT プローブの結合特性とセンシ
ング能を主に蛍光分光法を用いて評価し、標的 RNA 二重鎖検出能から配列選択性まで調べ
た。 
 
7−3. tFITプローブの改良 
第六章では tFIT プローブの TO 擬塩基のリンカー長を変化させ、蛍光応答と結合親和性へ
の影響を詳細に調べた。第五章では TO 擬塩基が三重鎖形成 PNA 内で機能することを見出
したが、TO 擬塩基の導入により結合親和性が若干低下することが分かった。そこで TO 擬
塩基と PNA 骨格をつなぐリンカー長を長くすることで、TO部位が対面の RNA 二重鎖とよ
り効果的に相互作用でき、結合親和性が高くなると期待した。実際、FIT プローブにおいて
も TO 擬塩基のリンカーは結合能や蛍光応答に大きな影響を与えることが報告されている
（Köhler et al., 2005）。同時に、TO 擬塩基にリンカーを導入するとプローブが二重鎖を形成
した際に TO部位が二重鎖構造にフィットしないために、蛍光応答が小さくなることも期待
した。これにより、tFIT プローブの蛍光団にも RNA 二重鎖選択的を持たせることで、プロ
ーブ全体として RNA 二重鎖 vs. RNA一本鎖選択性を向上させることができると考えた。第 
六章では TO 擬塩基のリンカー長が異なる五種類の tFIT プローブを合成し、RNA 二重鎖と
RNA 一本鎖との相互作用解析を詳細に行った。一連のプローブの三重鎖形成能を評価し、
特によかったプロピルリンカーを導入したプローブについて、結合特性と分光特性をより
詳細に調べた。また、形成する二重鎖の安定性と蛍光応答も調べ、プロピルリンカーが二重
鎖形成に与える影響を調べた。 
 
7−4. 短い tFITプローブの開発 
第七章では第六章のアプローチを用いることで、ピリミジン－プリン塩基対を含む短い
RNA 二重鎖配列へ強く結合できる、短い FIT プローブの開発を目指した。構造解析されて
いる RNAの二次構造情報を集めたデータベース: RNASTRAND によると、RNA 二重鎖（ス
テム）部位の長さは平均して 4−6 程度と非常に短い（Andronescu et al., 2008）。ある特定の
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RNA 二重鎖モチーフを認識したい場合、非常に短い二重鎖構造へ結合できる合成分子を開
発する必要性が出てくると考えられる。こうした短い二重鎖構造へ強く結合する合成小分
子はこれまでにほとんど報告がない。TFO も安定な三重鎖を形成するためには 10塩基以上
の塩基対が必要である。こうした背景から、極めて安定な三重鎖を形成できる三重鎖形成
PNAは有望な分子である。実際に 6塩基から 8塩基長の三重鎖形成 PNAが三重鎖を形成で
きることが既に報告されている（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2011; Li et al., 2010）。一方、
未だ実現できていないのが、ピリミジン－プリン塩基対を含む短い RNA二重鎖配列に対し
て強く結合する PNA の開発である。第七章では 6塩基長の tFIT プローブとピリミジン－プ
リン塩基対を含む RNA 二重鎖配列との相互作用を解析し、ホモプリン配列を持つ RNA 二
重鎖との結合と比較した。結合能と蛍光応答を蛍光分光法で評価した。また、その結合に TO
部位がいかに寄与しているかを、蛍光寿命測定で詳細に評価した。DNA 二重鎖へ結合した
TOの蛍光寿命は、TO 誘導体（Netzel et al., 1995）や TO−核酸コンジュゲート（Privat et al., 
2002）で調べられているが、RNA へ結合した TO の蛍光種を調べた例はほとんどなく
（Hövelmann et al., 2014 のみ）、三重鎖という高次構造へ結合した TO の蛍光寿命を詳細に
解析した報告例はない。そういう観点では、TO の新しい分光特性に関する知見が得られる
ことも期待し、寿命測定を行った。得られたデータを基に、6 塩基長でも強く RNA 二重鎖
と結合できること、および TO 部位の対面がピリミジン－プリン塩基対である時の結合特性
を議論した。 
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1. siRNA選択性蛍光プローブ：Py-AA-TO 
修士論文で、siRNA を選択的に蛍光検出する PNA ベースのプローブ：Py-AA-TO を開発し
た。その結合能について簡単に述べる。 
Py-AA-TOは連続した PNA アデニン（AA）を基本骨格とし、その C 末端のリシン側鎖か
ら−(CH2)4−を介して TO を、N 末端にはピレン（Py）を連結した分子である（図 2−1、図 2−3
も参照のこと）。この分子は siRNA に特有の 3’末端オーバーハング 2 塩基に、PNA 部位が
Watson−Crick塩基対を介して結合し、近傍の二重鎖へ TO がインターカレーションすること
で蛍光応答を示す。ピレン部位はプローブ単体で TO 部位との分子内スタッキング構造を最
安定構造として誘起し、TO 部位の結合能を低下させることで非特異的なインターカレーシ
ョンを抑制する役割を果たす。また、構造解析データはないものの、ピレン部位は siRNA 結
合時には PNA−オーバーハング塩基対へスタッキングした「キャップ」構造をとることで、
2 塩基対形成を促進しているのではないかと考えている。プローブ単体では TO 部位は励起
状態でねじれた構造をとるためほぼ無蛍光である（514nm = 0.005、図 2−2黒）。一方、dTdT
オーバーハング塩基を有する標的 siRNA へ結合すると TO 部位のインターカレーションに
伴う明瞭な light-up応答が観測される（514nm = 0.22、図 2−2赤）。こうした応答はオーバー
ハングのない単純な二重鎖やオーバーハング塩基が dAdA の siRNA に対しては 2 分の 1 か
ら 3 分の 1 程度に抑えられている（図 2−2 青&緑）。オーバーハング構造に対する結合親和
力は、オーバーハングを 1 カ所のみ含む RNA 二重鎖との蛍光滴定実験から、3.5 ± 0.4 M
と見積もられている。siGL2（図 2−3 も参照のこと）に対する見かけの解離定数（Kd）は、
蛍光滴定実験から 1.3 M と見積もられており、オーバーハングのない RNA 二重鎖へのも
のと比較して 5.2 倍小さな値である。Py-AA-TO は siRNA のオーバーハング構造に対する
選択的な結合能を持つ世界初の蛍光プローブであり、その結合能は単純なインターカレー
タである FLEthや BOBO-3とは対照的である（Jiang and Zhang, 2010; van der Wiel et al., 2009; 
第一章も参照のこと）。 
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Figure 2−1. Py-AA-TOの結合スキーム 
Figure 2−2. Py-AA-TOの蛍光応答 
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2. siRNA/キャリア複合体の物理化学的特性 
Py-AA-TO（図 2−3a）を用いて、ホタルルシフェラーゼ GL2 遺伝子を標的とした siRNA 
（siGL2、図 2−3b） のデリバリー解析を行った。まずプローブでアフィニティラベル化し
た siGL2 をキャリア分子で内包させることで調製した複合体の物理化学的特性（粒径と表
面電荷）を調べた。カチオン性キャリア分子を利用したデリバリーにおいて、これらの値は
細胞内への取り込み効率や体内での薬物動態に重要なパラメータとなることが知られてい
る（Resnier et al., 2013; Ziegler et al., 2008; Rejman et al., 2004; Boussif et al., 1995）。まずアニー
リング緩衝液（50 mM NaCl を含む pH 7.0 の 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液）中の siGL2
を、各キャリア分子用の緩衝溶液（jetPRIME bufferまたは OptiMEM）で希釈し、siGL2 と等
量の Py-AA-TOを添加して、15分間静置することで Py-AA-TOと siGL2 の錯体を形成させ
た（図 2−3c）。ここに、ポリマーベースのキャリア分子（jetPRIME）、または脂質ベースの
キャリア分子（Lipofectamine 2000）を添加することで siGL2/キャリア複合体を含む緩衝液
を調製した。プローブと siGL2 の錯形成には 20分、キャリア分子と siRNAの複合体形成に
10 分かかるため、複合体を含む溶液の調製は合わせて約 30分で完了した。 
こうして調製されたポリプレックス（Py-AA-TO + siGL2 + jetPRIME）あるいはリポプレ
ックス（Py-AA-TO + siGL2 + Lipofectamine 2000）の粒径を、動的光散乱法を用いて調べた
ところ、それぞれ 238 nmおよび 263 nmと見積もられた（表 2−1）。これは siGL2 だけをそ
れぞれのキャリア分子と混合して調製した複合体の粒径: 227 nm（siGL2 + jetPRIME）およ
び 265 nm（siGL2 + Lipofectamine 2000）とほぼ同程度であった。このことから Py-AA-TOで
ラベル化しても、siRNAの複合体の粒径はほとんど変化しないことが示唆された。この時、
ゼータ（）電位はそれぞれ 13.0 mV、7.58 mV と求まり、ともに正の値を示した（表 2−1）。
このことは siGL2 が完全にキャリア分子に内包された複合体が形成されたことを示唆して
いた。これらの結果を合わせると、Py-AA-TOによるアフィニティラベル化法では、siRNA
とキャリア分子からなる複合体の物理化学的特性（粒径と表面電荷）は大きく変化しないこ
とが示唆された。これはプローブの分子量が siRNA やキャリア分子と比較して小さいこと
と、キャリア分子と siRNA のパッキングがプローブの結合により大きく変化しないことな
どが主な原因として考えられる。プローブによるラベル化により複合体の物理学的特性が
大きく変化しなかった点は、デリバリー過程を精密に評価する上で重要である。 
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Table 2−1. siRNA/キャリア複合体の物理化学的特性 a 
 粒径 (nm) 表面電荷 (mV) 
ポリプレックス   
siGL2 227 ± 25 14.4 ± 0.54 
Py-AA-TO/siGL2 238 ± 23 13.0 ± 0.74 
リポプレックス   
siGL2 265 ± 12 10.5 ± 0.69 
Py-AA-TO/siGL2 263 ± 22 7.58 ± 1.7 
a測定条件: [siGL2] = [Py-AA-TO] = 200 nM in 20 mM HEPES buffer solution (pH 7.0)  
containing 50 mM NaCl at 20C. 三回測定の平均値とその標準偏差を示した。 
  
Figure 2−3. (a) Py-AA-TO の構造式。(b) siGL2 配列。(c) デリバリー解析スキーム 
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3. siRNA/キャリア複合体の局在 
続いて複合体溶液を細胞培地に添加し、蛍光顕微鏡を用いて siRNA デリバリー過程のイメ
ージング解析を行った。まず複合体の局在を詳細に調べた。上記の方法で調製した複合体を
生きた HeLa（ヒト子宮頸がん）細胞の培地へ添加すると、4 時間後、プローブのシグナル
は細胞質に点状に観測された（図 2−4a）。Alexa647を修飾した siGL2 を用いると、プローブ
と Alexa のシグナルがこうした点状構造に重なることから、プローブのシグナルは siRNA 
への結合に由来するものであることを既に確かめている（私の修士論文を参照のこと、図
2−9も参照）。すなわち、観測されたシグナルはポリプレックス内の Py-AA-TO でラベル化
された siGL2 に由来すると考えられる。輝点状の局在パターンは、エンドサイトーシスによ
る取り込み機構に特徴的なものであり、一部エンドソームから放出されたポリプレックス
の可能性もあるが、大部分はエンドソームに局在化したポリプレックスに由来すると考え
られる（下記も参照のこと）。 
エンドサイトーシスによる取り込み機構を確かめるために、エンドサイトーシス阻害剤
である Dynasore を培地へ添加し、同様の実験を行った。Dynasore はクラスリン介在エンド
サイトーシス機構において、小胞の切り離しを触媒する GTP アーゼ：ダイナミンの阻害剤
である（Gilleron et al., 2013; McLendon et al., 2010; Macia et al., 2006）。これを細胞培地へ添加
すると、生細胞のクラスリンを介在するエンドサイトーシス機構や、その他のエンドサイト
ーシス機構を阻害することができることが報告されている。80 M の Dynasore を細胞培地
へ添加し、同様の実験を行うと、予想したように細胞内に観測される輝点の数が著しく減少
した（図 2−4b）。このことからポリプレックスは主にエンドサイトーシス機構で取り込まれ
たことが示唆された。デュアルルシフェラーゼアッセイで得られた RNAi活性結果も、これ
を支持していた。すなわち Dynasore 非添加時には、siGL2 の標的遺伝子から発現するホタ
ルルシフェラーゼの発現量が約 20%まで減少していたのに対し、Dynasore 添加時には、ホ
タルルシフェラーゼの発現量は約 60%に減少するにとどまっていた（図 2−5）。スクランブ
ル（非相補）siRNA を添加しただけではホタルルシフェラーゼの発現抑制が観測されず、
Dynasore 添加や siGL2 導入に伴う顕著な細胞毒性も見られなかった（図 2−6）。これらの結
果は、確かに細胞内へ導入された siGL2 によってホタルルシフェラーゼの発現量が減少し
ていることを示していた。エンドサイトーシス阻害実験と合わせると、プローブのシグナル
はエンドソーム内の siGL2/キャリア複合体に由来することが支持された。 
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さらに複合体の細胞内局在をリソソーム染色剤との共染色実験で詳細に調べた。複合体
を培地に添加してから 4時間後に、リソソーム染色色素を添加すると、その色素由来の赤い
シグナルとプローブ由来の緑の蛍光シグナルの大部分は良い一致を示した（図 2−7）。リソ
ソーム染色剤は、リソソームや後期エンドソームなどの酸性オルガネラへ集積し、蛍光応答
を示す。この結果もまた、取り込まれたポリプレックスがエンドサイトーシス小胞に局在し
ていたことを支持しており、ポリプレックスの大部分は、トランスフェクション 4時間後に
は、エンドソームにトラップされたままリソソームへと輸送されていることが示唆された。 
なお、リソソームは pHが 5程度まで低下することが知られているが、Py-AA-TOは酸性
条件下（pH 4.6）においても pH 中性条件（pH 7.0）と同様に siGL2 へ結合し、明瞭な light-
up 応答を示すことを確かめた（図 2−8）。TOのヘテロ環の窒素原子の pKaは 2.7 と報告され
ているので（Nygren et al., 1998）、酸性条件下でも TO は中性条件と同じ構造をとっていられ
るため、siRNA への結合能を維持できたと考えられた。pH 酸性条件下で TO が DNA 二重
鎖へ結合し蛍光応答を示すことは既に報告されており（Ikeda and Okamoto, 2007）、この報告
ともよい一致を示した。 
ある細胞の各 z軸平面で撮影した画像を連続的に撮影し（1−2 m置き）、各画像における
プローブとリソソーム染色剤のシグナルの重なりを調べることで、細胞内に取り込まれた
ポリプレックスがどの程度リソソームに局在するかを定量的に調べた（細胞数 N = 13）
（Akita et al., 2010）。すると、培地添加後 4時間の段階で約 80%がリソソーム内にトラップ
されたままであることが分かった（図 2−9）。この結果から、今回のトランスフェクション
剤とトランスフェクション条件では、細胞内へ取り込まれた複合体の多くは小胞に取り込
まれたまま、酸性環境となる後期エンドソームやリソソームに局在していることが分かっ
た。 
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Figure 2−4. Py-AA-TOによるキャリア複合体内 siGL2 の蛍光イメージング。(a) Dynasore 
添加なし。(b) 80 M Dynasore 添加時。生きた HeLa 細胞へトランスフェクションしてか
ら 4時間後に撮影した。プローブのシグナルは緑で示し、核の DNAは Hoechst 33342 で
共染色した（青）。スケールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L, Dynasore: 80 M. Reproduced from 
Anal. Sci., 2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
Figure 2−5. siGL2 によるサイレンシング活性。siRNA をトランスフェクションしてから
24 時間後に、ホタルルシフェラーゼ GL2 遺伝子のサイレンシング活性をデュアルルシ
フェラーゼアッセイで評価した。比較としてウミシイタケのルシフェラーゼを発現させ
て、それらの発現量の比（ホタルルシフェラーゼ発現量／ウミシイタケルシフェラーゼ
発現量）を縦軸に示した 
測定条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 1.2 L, pGL2: 71 ng/well, pRluc: 61 
ng/well. エラーバーは三回測定の標準偏差を示す。Adapted from Anal. Sci., 2015, 31, 
315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
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Figure 2−6. 細胞毒性評価。緩衝液のみ（control）、siGL2 単体のポリプレックス（siGL2）、
Py-AA-TO でラベル化した siGL2 ポリプレックス（siGL2 + Py-AA-TO）、Dynasore 添加
かつ siGL2 単体のポリプレックス（siGL2+Dynasore）を添加後し、48時間後の細胞生存
率を AlamarBlue を用いたアッセイで評価した 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM; jetPRIME, 0.8 L; Dynasore, 80 M. エラーバーは
三回測定の標準偏差を示す。 
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(a)                (b)                 (c) 
   
(d)                 (e) 
  
 
 
Figure 2−7. Py-AA-TO とリソソーム染色剤の共染色実験。(a) 蛍光像と可視像の重ね合
わせ像、(b) 核、(C) Py-AA-TO、(D) リソソーム染色剤の蛍光像、(E) 蛍光像の重ね合わ
せ。プローブのシグナルを緑、リソソーム染色剤のシグナルを赤で示し、それらが重な
っているところは黄色に見える。核は Hoechst 33342 で染色した（青）。スケールバーは
20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. Adapted from Anal. Sci., 2015, 31, 
315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
 
第二章 
 
p. 49 
 
 
 
 
 
  
0
10
20
30
40
50
520 560 600 640 680
F
lu
o
re
s
c
e
n
c
e
 I
n
te
n
s
it
y
 (
a
. 
u
.)
Wavelength (nm)
pH 7.0
pH 4.6
RNA free
(pH 4.6 & 7.0)
0
25
50
75
100
L
y
s
o
s
o
m
a
l 
tr
a
p
 o
f 
p
o
ly
p
le
x
e
s
 (
%
)
Figure 2−8. Py-AA-TOの蛍光応答の pH 依存 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 4.6) or 10 
mM sodium phosphate buffer solution (pH 7.0) containing 50 mM NaCl at 20C. Ex: 514 nm. 
Figure 2−9. リソソームへトラップされた複合体の割合。トランスフェクション 4 時間
後の細胞の蛍光画像解析から、複合体由来の全シグナル数（緑＋黄、図 2−5）に対する
リソソームへとトラップされた複合体（黄、図 2−5）の数を示した 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. Reproduced from Anal. Sci., 2015, 
31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
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4. タイムラプスイメージング 
複合体の継時的な細胞内取り込み挙動を調べるため、タイムラプスイメージング解析を行
った。ポリプレックスを培地へ添加し、20分おきに特定の細胞を撮影し続けた。図 2−10に
は 40 分置きの写真を 300 分まで撮影したものを示した。複合体は添加 30 分後には細胞内
に観測され始めた。その後継時的に複合体が取り込まれていき、180分後には細胞質に多く
の複合体が観測され、徐々に細胞質から核周辺へと輸送される様子が観測された。核周辺に
集積する挙動は、おそらくエンドサイトーシス過程において、リソソームや後期エンドソー
ムへと融合していく過程を見ているものと考えられた。実際その輸送挙動や時間スケール
はエンドサイトーシスによる取り込み機構でよく説明可能であった（Holzerny et al., 2012; 
Sakurai et al., 2011; Akita et al., 2010; Tamura et al., 2009）。コントロール実験として Alexa647
を修飾した siRNA を用いて同様のタイムラプス実験を行ったところ、複合体は同じように
30 分程度で細胞内へと取り込まれ始め、1時間程度で細胞内全体へと放出・拡散しているこ
とが分かった（図 2−11）。この結果からも、プローブのシグナルは複合体内の siRNA デリバ
リーの経時変化を追跡できていることが示唆された。脂質ベースのキャリア分子で調製し
たリポプレックスのデリバリー実験でも、同程度にタイムラプス解析することができた（図
2−12）。今回の条件ではポリプレックスとは異なる時間スケールで取り込まれていることが
観測でき、これは複合体の物性を決定付けるキャリア分子のデリバリー能力に起因してい
るものと考えられた。今回観測された時間スケールでの細胞内取り込みや細胞内での局在
パターンは、類似のキャリアを用いたデリバリー解析実験でも報告されている（ur Rehman 
et al., 2013; Holzerny et al., 2012; Xiong et al., 2009）。 
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Figure 2−10. siGL2/キャリアポリプレックスの細胞内デリバリーのタイムラプスイメー
ジング。ポリプレックスを矢印で、核を点線でそれぞれ示した。黄色の矢印は細胞質に
局在した複合体の内、特に核周辺に局在しているものを示した。スケールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. 露光時間を 150 ms、励起光強度
を光源の 5%にし、露光時間を合計で 2 秒以内に収まるようにした。Adapted from Anal. 
Sci., 2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
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Figure 2−11. Alexa647 修飾 siRNA を用いたコントロール実験。複合体の siRNA は Py-
AA-TO（緑）でも染色されているため Alexa647 のシグナル（赤）と重なり黄色に見え
る。複合体が解消され細胞質に放出された siRNA は細胞全体に観測されている。スケ
ールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [Alexa647-siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. Adapted from Anal. Sci., 
2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
Figure 2−12. siRNA/キャリアリポプレックスの細胞内デリバリーのタイムラプスイメー
ジング。スケールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, lipofectamine 2000: 1.0 L. 
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5. フローサイトメトリ解析 
Alexa647 を修飾した siRNA のデリバリーイメージング結果との比較から、Py-AA-TO は複
合体状態の siRNA を選択的に可視化し、複合体解消すると蛍光シグナルは消光することが
明らかとなった（佐藤貴哉、平成 25年）。次にフローサイトメトリを用いてより定量的な解
析を行った。具体的には、プローブのシグナルを検出することで細胞内に取り込まれた複合
体の定量と複合体の運命（取り込みから解消までの過程）を調べた。フローサイトメトリは
細胞一つ一つを単一流として流し、特定の波長のレーザを当てて細胞を解析する手法であ
る。前方散乱と側方散乱の強度から流れてくる粒子を目的の細胞と特定し、さらに細胞内の
蛍光シグナルを検出することで蛍光色素を取り込んだ細胞を調べることが可能である。こ
の手法を用いると、どの程度の細胞にプローブでラベル化した siRNA を内包する複合体が
取り込まれたかを調べることが可能であると考えた。具体的には、ポリプレックスを添加し
た HeLa 細胞を決まった時間インキュベーションし、488 nm（TO 励起波長）ならびに 642 
nm（Alexa647 励起波長）のレーザを用いて解析した。 
図 2−13 に典型的なサイトフルオログラムを示した。図 2−14a に示すように、培地添加 1
時間後に解析すると、プローブの蛍光シグナルが観測された細胞は全体の 76%と見積もら
れた。コントロールとして Alexa647修飾 siRNA を同じ条件で取り込ませたところ、83%と
見積もられ、ほぼ同程度の値を示した。このことから複合体の取り込み初期の段階では、Py-
AA-TOのシグナルを追跡することで従来法と同様に、siRNAの細胞内取り込みを定量的に
評価できることが分かった。これは取り込み初期の段階では siRNA の大部分がまだ放出さ
れておらず、複合体も安定に存在するためと考えられた。フローサイトメトリは siRNA の
細胞内取り込みを定量的に評価する手法として広く用いられており（Sakurai et al., 2011; 
Akita et al., 2010; Vader et al., 2010; Tamura et al., 2009）、本プローブがフローサイトメトリを
用いた解析に適用可能である点は重要である。 
さらに特徴的なのは、時間が経つにつれ、プローブの蛍光シグナルが観測される細胞数が
徐々に減少することであった。ポリプレックス添加後 4 時間後にはプローブのシグナルが
観測される細胞が 67%、8時間後には 20%と減少していき、20時間後には 2%とほぼ観測さ
れなくなった（図 2−14a、緑）。観測されたシグナルの減少は、複合体が解消しプローブが
siGL2 から解離したためと考えられた（図 2−14b）。これは、ヘパリンを用いた siGL2 とキャ
リア分子相互作用の競合実験（Kwok and Hart, 2011; Xiong et al., 2009）からも確かめられた。
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siGL2 の競合分子としてポリアニオン分子であるヘパリンを複合体溶液へ添加していくと、
プローブの蛍光シグナルは徐々に減少していった（図 2−15）。これはポリアニオンであるヘ
パリンが siGL2 よりも強くキャリア分子と静電結合することで、内包されていた siGL2 が
放出され、それに伴い Py-AA-TOも解離した結果であると考えられた。今回用いた jetPRIME
はポリマーベースのキャリア分子であり、おそらくポリエチレンイミン系の分子と考えら
れる。その場合ポリプレックスはエンドソームに取り込まれた後、プロトンスポンジ効果
（Boussif et al., 1995）で解消し、siGL2 がエンドソームから放出されプローブが解離したの
ではないかと考えられる。また、リソソームとの共染色実験からも明らかなように、ポリプ
レックスの大部分はリソソームへと融合していることが示唆されたため（図 2−7）、上記の
機構の他に、加水分解酵素により siGL2 が分解されたことが複合体解消の大きな原因でも
あると考えられた。こうした場合にもプローブは分解された siGL2 から解離することで蛍
光応答はオフになると思われる。 
これとは対照的に、Alexa修飾 siRNAのポリプレックスでは、添加して 1時間後以降、約 
93%の細胞に Alexa647 のシグナルが観測され続けた（図 2−14a、灰）。特にポリプレックス
を添加し 20 時間後においてもほぼすべての細胞で Alexa647 のシグナルが観測された結果
は、このシグナルが取り込まれた siRNA の状態（二重鎖、一本鎖、タンパク質との結合状
態など）に依らず、siRNAやその遊離物などからのシグナルが混ざった状態を反映している
と考察した（図 2−14b）。つまり従来の色素修飾法では、Py-AA-TO のように複合体の解消
挙動を追跡することができなかった。この結果から、プローブの非共有結合に基づくアフィ
ニティラベル化は、複合体解消の観察を可能とする手法になると言える。実際に、常にシグ
ナルを発する蛍光色素を 1種類のみ用いた従来のラベル化法（Sakurai et al., 2011; Akita et al., 
2010; Vader et al., 2010; Tamura et al., 2009）では、siRNA の取り込み以降を解析し続けること
はできない。 
プローブの蛍光シグナルが半分になる時間から複合体の生体内半減期を見積もると、お
およそ 1−2 時間であった（図 2−14a、緑）。これは類似のポリマーベースのキャリアで報告
されている時間スケールとよい一致を示した（Alabi et al., 2012; Lee et al., 2010）。すなわち、
Py-AA-TOのシグナルをフローサイトメトリで追跡することで、複合体の半減期も調べるこ
とが可能であることが示唆された。これらの結果から、より持続的に siRNA を放出させる
キャリア設計や、逆に取り込まれてすぐ細胞内へ放出させるキャリア設計など、キャリア分
子の時空間的なデリバリー能の評価に Py-AA-TOを活用できると期待できる。 
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Figure 2−13. ラベル化した siGL2 ポリプレックスを導入した HeLa 細胞のサイトフルオ
ログラム。縦軸は細胞数、横軸は蛍光強度をそれぞれ示す。トランスフェクション 1時
間後の細胞を調べた。(a) Py-AA-TO（緑）、(b) Alexa647（赤）。斜線は siGL2 を処理して
いない（siGL2 の代わりに緩衝液を添加した）コントロール細胞群 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 300 nM or [Alexa647-siGL2] = 300 nM, jetPRIME: 1.2 L. 
Figure 2−14. (a) フローサイトメトリで調べたラベル化 siGL2 を取り込んだ細胞数の経
時変化。緑: Py-AA-TO、灰: Alexa647。エラーバーは独立した三回測定の標準偏差を示し
た。トランスフェクション 4時間後の段階で、培地を交換しこれ以降細胞がポリプレッ
クスを取り込み続けないようにした。(b) 予想される siRNA/キャリア複合体解消に伴う
蛍光シグナルの変化のスキーム。Alexa647 修飾 siGL2では複合体の解消・不解消に関わ
らず蛍光シグナルはオンのままだが（上段）、Py-AA-TOラベル化 siGL2 では複合体解消
に伴いプローブが siGL2 から解離するため蛍光シグナルはオフになる（下段）。Adapted 
from Anal. Sci., 2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical 
Chemistry. 
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Figure 2−15. siRNA とヘパリンの競合実験。Py-AA-TOでラベル化した siGL2 ポリプレ
ックス溶液に、ヘパリンを加えていったときのプローブの蛍光強度を測定した 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM in 10 mM sodium phosphate buffer solution (pH 7.0) 
containing 50 mM NaCl at 20C. jetPRIME: 0.8 L, [Heparin] = 0.0−2.0 U / mL. Ex: 514 nm. 
Reproduced from Anal. Sci., 2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for 
Analytical Chemistry. 
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6. 結論 
従来は siRNAに蛍光色素を共有結合で修飾した siRNAミミックを用いてイメージング解析
が行われてきたが、siRNA のサイレンシング活性の低下や色素からの擬陽性シグナルが解
析上の問題点として指摘されてきた。一方、本章ではそうした問題点を解決する方法として、
siRNA 選択性蛍光プローブ：Py-AA-TO を siRNA のアフィニティラベル化剤として用いる
ことに着想した点で従来法とは大きく異なり、医薬としての本来の姿と機能を有する、ナチ
ュラルな siRNA の細胞内デリバリー過程を可視化することに初めて成功した。Py-AA-TO
はキャリア分子に内包された siRNA、つまり複合体状態の siRNA を TO 部位由来の蛍光シ
グナルで選択的に可視化し、かつ複合体の解消を消光応答でレポートすることが特徴であ
り、複合体状態の siRNA の細胞内取り込み～輸送～解消の一連のデリバリー過程を蛍光顕
微鏡とフローサイトメトリを用いて評価できることを示した。本手法は、高価な蛍光色素修
飾 siRNA が不要であること、一般的なトランスフェクションプロトコルをそのまま適用で
きること、TO の励起・蛍光波長が汎用されている GFP や FITC フィルタに適応している点
で、Py-AA-TOを用いた分析法は安価・迅速かつ簡便な分析手法として広く用いることがで
きる。本手法と従来法との比較を下の表にまとめた。 
 
Table. Py-AA-TOを用いたイメージング法と従来法の比較 
Py-AA-TOを用いた分析法  従来の分析法 
ナチュラルな siRNA 標的 siRNA ミミック 
非共有結合 ラベル化法 共有結合 
K = 2.9 × 105 M−1 結合親和力 （K ≈ ∞） 
△ 輝度 ○ 
○ コスト △ 
Ex: 488 / Em: 530 波長 選択可能 
 
市販の有機色素と比較すると、Py-AA-TOを用いる本手法は、輝度や色の種類に制限があ
るものの、この点は Py-AA-TOのシグナリング部分である TOをより高輝度な色素、あるい
は波長域の異なる色素へと改変することで改良できると期待できる。本章では 200 nM程度
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の siRNA濃度条件であればPy-AA-TOを用いて十分デリバリー解析できることを示したが、
プローブの結合親和性を向上させたり、解離速度定数を小さくしたりすることで、より低濃
度の siRNA解析へと展開することも期待できる。できる限り低濃度の siRNA を効率良くデ
リバリーすることは、siRNA による毒性（標的遺伝子以外の遺伝子発現を抑制してしまう現
象や免疫機構を活性化させてしまう現象）を回避しながら、標的遺伝子の発現のみを抑制す
るためには必要なことである。そのためにも、より少ない量の siRNA をいかに効率良くラ
ベル化できるか、またいかに細胞内のバックグラウンド蛍光の影響を受けにくい波長域で
イメージング解析を行うか、という点に焦点を当ててプローブ改良を進めていくことは、よ
り高感度なイメージング法として今後本手法を展開していくために重要と考えられる。 
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8. 実験項 
試薬：試薬は特に表記がない限り、特級あるいは分光グレードのものを購入しそのまま用いた。水は、Elix 
5 UV と Milli-Q Synthesis A10 システム（Millipore Corp.、Bedford、MA）により脱イオン化した水（抵抗値 
≥ 18.0 MΩcm）を、さらに BioPakフィルタを通して用いた。 
 
RNA：ホタルルシフェラーゼ GL2 遺伝子を標的とした siRNA と Alexa647 をセンス鎖の鎖中へ導入した
siRNA は、化学合成し HPCL で単離精製したものをシグマアルドリッチジャパン合同会社（PAGE 精製、
純度約 90−95%、北海道）と株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 >90%、大阪）にそれぞれ依頼合
成したものを使用した。合成の段階で必ず 2 本以上に分注してもらった。siRNA はアンチセンス鎖とセン
ス鎖をそれぞれ別々に購入し、測定前にアニーリングすることで二重鎖状態にした。 
siGL2−1（アンチセンス鎖）: 5’ – CGU ACG CGG AAU ACU UCG AdTdT – 3’ 
siGL2−2（センス鎖）: 5’ – UCG AAG UAU UCC GCG UAC GdTdT – 3’  
なお、dTはデオキシリボチミンを意味する。 
Alexa-siGL2: 5’ – UCG AAG UAU U(Alexa647)CC GCG UAC GdTdT – 3’ 
Alexa647は鎖中 Uに修飾されている。 
スクランブル siRNAは東北医科薬科大学の久下周佐教授より頂いたものを使用した。 
Scramble siRNA: 5’－AAU UAU CCG UUC GUG UCA CGC－3’ 
RNA が入った容器はまず卓上遠心機でスピンダウンし、Milli-Q を加えボルテックスをかけずに Milli-Q
が壁面と蓋の裏全体に行きわたるよう回し、RNAを溶解させた。これを 4Cで一晩静置した。翌日に Milli-
Q で適当に希釈した RNA水溶液を 85Cで少なくとも 10分静置し、その吸収スペクトルを測定した。溶液
上部は蒸発を防ぐためにパラフィンで被覆した。この条件では RNA 一本鎖の高次構造、核酸塩基間の分
子内スタッキング相互作用は解消していると見なした。そこで得られた 260 nmにおける吸光度を、合成を
依頼した会社が示すモル吸光係数を用いて、下記のランベルト・ベール式より濃度を算出した。 
𝐴260 = 𝜀260 ∙ C ∙ l 
A260 は 260 nm における吸光度、260 は 260 nm における RNA のモル吸光係数、C は RNA のモル濃度
（mol/L）、lは光路長（cm）である。 
得られた RNAの母液は 100 Mとなるように Milli-Qで希釈した。RNA母液はその日のうちに複数本の
チューブに分注し、−20Cで冷凍保存した。RNA母液の再溶解・再凍結過程は 3回以内になるように使い
切った。 
アニーリングは、Peltier Thermal Cycler（BioRad Laboratories、Hercules、CA）を使用した。まず RNA一
本鎖とその相補鎖、リン酸緩衝液、NaCl溶液、Milli-Qを目的の濃度になるように 250 L PCR チューブへ
添加・混合した。これをサーマルサイクラーで次の条件でアニーリングを行った。 
75Cで 10分加熱 → 3C/min の降温速度で 5Cまで冷却 → 1C/min の昇温速度で 20Cまで加熱 
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Py-AA-TO：プローブは修士論文で示した手順に従って合成したものを用いた（HPLC精製、純度 ≥ 95%）。
プローブ溶液は DMSOを含む水溶液で調製し、使用しない時は−20Cで遮光保存した。 
 
細胞培養：細胞培養は、フェノールレッド含有 DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium（High Glucose、
細胞培養用、043−30085、和光純薬工業株式会社、大阪）、DPBS(−): Dulbecco’s phosphate buffered saline（Mg2+
および Ca2+不含、細胞培養用、045−29795、和光純薬工業株式会社）、0.05 w/v% Ttrypsin−1 mM EDTA·4Na
（フェノールレッド不含、細胞培養用、202−16931、和光純薬工業株式会社）を使用した。培地には 10%の
FBS: Fetal bovine serum（BioWest、French Origin、BSE Tested accordingly to regulation (EC) 999/2001、sterile 
filtered、LOT: S07295S1820）を入れた。すべて溶液状態で濾過滅菌済みの製品なので、購入後はすべてその
まま使用した。トリプシン・EDTA溶液と FBSは使用しない分は分注し、－20Cで凍結保存した。 
HeLa 細胞は十川研究室からいただいたものを使用した。10% FBS を含む D-MEM 中で培養した。イメ
ージング実験に使用しない場合はフェノールフレッド含有 DMEMを使用したが、イメージング実験を行う
場合はバックグラウンド蛍光が大きいため、フェノールレッド不含の DMEMで FBSを 2%まで少なくした
ものか、HBSS(−): Hanks’ balanced salt solution（フェノールレッド不含、細胞培養用、085−09355、和光純薬
工業株式会社）を用いた。定期的に継代し、細胞が常に対数増殖期にいるようにした。一連の実験は継代
数が 20回以内の細胞ラインを使用して行った。継代数が小さいうちに HeLa細胞は液体窒素中で凍結保存
し、イメージング実験が常に継代数の小さな細胞で行えるよう心掛けた。 
 
複合体調製：まずアニーリング緩衝液（50 mM NaCl、10 mM sodium phosphate、pH 7.0）中の siGL2 を jetPRIME 
buffer（Polyplus transfection、Illkirch、France）で希釈し、Py-AA-TOを混合し、20分間静置して適当な濃度
の Py-AA-TO/siGL2 錯体溶液を調製した。jetPRIME buffer の組成は明らかではないが、pH 7.0 であること
は確かめた。ここに jetPRIME を適量添加し、10 秒程度ボステックスし、10 分間静置することでポリプレ
ックスが形成されるのを待った。 
OptiMEM（フェノールレッド不含、11058021、Thermo Fisher Scientific、San Jose、CA）と Lipofectamine 
2000（Invitrogen、Carlsbad、CA）を用いて同様の操作を行うことでリポプレックスも調製した。 
適切な細胞内導入効率とイメージング結果を得るためのキャリア量は、添加する量を変えて条件検討す
ることが必要不可欠である。例えば今回の実験では、siGL2 の最終濃度を 200 nMでイメージングするため
に、2 Mの Py-AA-TO/siGL2 溶液を 50 L調製し、ここへ 0.8 Lの jetPRIMEを添加することで良好なイ
メージング結果が得られた。 
 
DLS（dynamic light scattering）測定：DLS測定にはまず、ポリプレックスあるいはリポプレックス溶液を
上記の方法で調製し、これを 20 mM HEPES 緩衝液（pH 7.0）で希釈した。この時の siGL2 は 200 nMであ
った。この溶液をキャピラリーセル（DTS1070）に加え、20C における複合体の粒径と電位を Zetasizer 
NanoZS（Malvern Instruments、Worcestershire、UK）で測定した。 
DLS 測定では、散乱校電場の時間揺らぎを自己相関関数で評価する。例えば、小さな粒子ほど散乱光の
時間変動は大きく、減衰の速い自己相関関数を与える。散乱光の電場 E(t)の正規化された自己相関関数 g()
は以下の式で表される。 
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g(𝜏) =
〈𝐸(𝑡)𝐸∗(𝑡 + 𝜏)〉
〈𝐸(𝑡)𝐸∗(𝑡)〉
= 𝑒−𝛼𝜏 
<…> は時間平均を表す。光の電場 E(t)は直接観測できる物理量ではないので、実際には散乱光強度 I(t)を
測定し、上記の自己相関関数と関係付けることとなる（詳細はここでは割愛する）。ここで自己相関関数の
減衰定数は粒子の拡散定数 D（m2s-1）と散乱ベクトル qを用いて、下記のように表される。 
𝛼 = D𝑞2 
散乱ベクトル qは溶媒の屈折率 nとレーザ光の波長、散乱角を用いて、以下のように定義される。 
q = |𝑞| =
4𝜋𝑛

sin (

2
) 
ZetasizerNano（Marvern Instruments）では、後方散乱を検出する光学系となっており、散乱角 = 173である。
実際の測定においては、測定された自己相関関数の減衰定数から粒子の拡散係数 D を求め、球状と仮定
した粒径（= 流体力学的半径 a）を Einstein−Stokes の式を用いて見積もる。 
𝑎 =
𝑘𝐵𝑇
6𝜋ƞ𝐷
 
kBはボルツマン定数（8.3145 m3PaK−1mol−1）、Tは絶対温度（K）、ƞは溶媒の粘性（Pa·s）である。今回のサ
ンプル溶液の粘性と屈折率は、それぞれ 0.89 nPa·s、1.330 として粒径を見積もった。それぞれのサンプル
で 3回ずつ測定した。 
電位は、電気泳動に伴う粒子のドップラーシフトを散乱光の周波数シフトから解析して得た電気泳動移
動度を用いて算出される。電位と電気泳動移動度 u（m2s−1）からヘンリーの式を導くことができる。 
 =
1
𝐹(𝑎)
𝑢
𝜀𝑟𝜀0
=
1
𝑓(𝑎)
3𝑢
2𝜀𝑟𝜀0
 
ここで、a は粒径、−1は拡散電気二重層の厚さ、F(a)はヘンリー係数、f(a)は Zetasizer Nano で定義され
たヘンリー係数、rは溶媒の比誘電率（Fm−1）、rは真空中の誘電率（8.85  10-12 Fm−1）である。 
より詳細な物理化学的背景は専門著書を参考にされたい。 
 
蛍光顕微鏡観察：蛍光顕微画像は DeltaVision Elite Imaging System（コーンズテクノロジー株式会社、東京）
を用いて撮影し、その画像処理は備え付けの SoftWorx 上で行った。顕微鏡は IX71（オリンパス株式会社、
東京）、CCD カメラは CoolSNAPTM HQ2（Photomerics、Tucson、AZ）である。実験は 8 ウェルカバーガラ
スチャンバー（カバーガラス厚: 0.12−0.17 mm; 5232−008、株式会社イワキ、東京）を使用した。光源は 4波
長半導体光源（DAPI/FITC/TRITC/CY5）を用いた。各励起光源に用いたフィルタセットを以下に示す。 
DAPI: Ex 390/18 & Em 435/48、FITC set: Ex 475/28 & Em 525/48、TRITC: Ex 542/27 & Em 597/45、Cy5: Ex 
632/22 & Em 679/34  
細胞を観察する前の日に細胞をチャンバーに播き、一晩インキュベーションした。観察する段階でおよ
そ 50−80%コンフルエントになっている状態が最もうまくイメージング観察できた。そのためには 8 ウェ
ルのチャンバーに、1ウェル当たり 25000−50000個の細胞を播いた。（細胞の状態により接着効率が異なる
ため、継代数が大きくなるほど播く細胞数も多めにした方が実験はうまくいきやすい）次の日の観察 4 時
間前には顕微鏡の試料室を 37C に温めておいた。上記の手順に従い Py-AA-TO でラベル化した siRNA/キ
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ャリア複合体を含む溶液を調製し、細胞培地へ添加して 4 時間さらにインキュベーションした。その後、
培地を除去し PBS で 2、3 度細胞がはがれないようにやさしく洗い流し、フェノールレッド不含の培地を
加えた。観察には 60倍の油浸対物レンズ（NA = 1.42）を使用し、NA = 1.518の油浸オイルを使用して撮影
した。すべての撮影において、励起光強度は 50%以下、露光時間も 0.1秒以下に設定した。 
 
タイムラプス実験：24 時間以内のタイムラプス実験はすべて HEPES 含有フェノールレッド不含の DMEM
を用い、ミネラルオイル（M5310、Sigma−Aldrich、St Louis、MO）で被覆した状態で行った。さらに 37C、
5% CO2環境にセットしたチャンバーを顕微鏡のステージ上に組んだ。この条件であれば培地の蒸発を防ぐ
ことができ、数時間の観察も問題なく行えた。また細胞への光毒性を最小限にするため、光源の強さを 5%
まで下げ、露光時間を多少長め（~ 500 ms）に設定した。また、ビニングを 2  2にした。  
 
核との共染色実験：核内の DNA の染色は Hoechst33342（ trihydrochloride, trihydrate; H1399、
Thermo Fischer Scientific）を用いて行った。siRNAのトランスフェクションが終わった後、細胞を PBSでよ
く洗い、フェノールレッド含有 DMEM を加えた。ここに DMEM で 1000 倍希釈した Hoechst33342 をさら
に 10倍に希釈されるようにウェルに加え、20分間インキュベーションした（合計 10000倍希釈）。インキ
ュベーション後、細胞を再び PBSで 3回程度洗い、イメージング解析した。染色具合を見て、最適な染色
状態になるようにインキュベーション時間を多少前後させても問題はなかった。DAPI（D1306、
Thermo Fischer Scientific）でも核染色を試してみたが、PBS中でないと染色できず、時間もかかり、染色効
率は Hoechst33342 よりもはるかに劣っていたため、Hoechst33342 を用いることを勧める。染色後は、DAPI
フィルタで観察できた。 
 
リソソームとの共染色実験：リソソームとの共染色は Cell Navigator Lysosome Staining Kit（AAT Bioquest、
Sunnyvale、CA）を用いた。リソソーム染色剤を DMEM で 500倍希釈したものを用意し、さらに 2倍希釈
になるようにウェルに添加した（合計 1000倍希釈）。30分間インキュベーションした後、TRITC フィルタ
で観察した。 
 
エンドサイトーシス阻害実験：エンドサイトーシスを阻害するために、Dynasore（hydrate; Sigma−Aldrich）
水溶液を 80 Mになるように細胞培地へ添加した。 
 
デュアルルシフェラーゼアッセイ：siGL2 のサイレンシング活性はデュアルルシフェラーゼレポータアッ
セイキット（Promega、Madison、WI）を用いて評価した。まず 1ウェル当たり 4000個の細胞を 96ウェル
プレートに播き、24 時間インキュベーションした。次の日、ホタルルシフェラーゼ発現ベクター（pGL2、
71 ng/L）とウミシイタケルシフェラーゼ発現ベクター（pRluc、61 ng/L）を、siGL2 と同時にトランスフ
ェクションした。その後さらに 24時間インキュベーションした後、キットの操作方法に従い溶解液を調製
した。発光強度を蛍光プレートリーダ（SpectraMax M5; Molecular Devices、Sunnyvale、CA）を用いて測定
した。 
 
第二章 
 
p. 67 
 
細胞毒性アッセイ：細胞活性は alamarBlue cell viability reagent（DAL1025、Thermo Fisher Scientific）を用い
て評価した。まず 1ウェル当たり 4000個の細胞を 96ウェルプレートに播き、24時間インキュベーション
した。その後トランスフェクションし、培地を変えずに 48時間インキュベーションした。ここへ会社が指
定した量のアラマーブルー試薬を添加し、1時間インキュベーションし、培地の蛍光強度をプレートリーダ
で測定した。 
測定条件: ex = 570 nm、em = 600 nm、cutoff: 590 nm、PMT: medium 
測定前に 10秒間振とうしてから、top read（蓋は被せたまま）で蛍光測定した。 
 
フローサイトメトリ：まず測定の前日に 35 mm ディッシュに細胞が 80−90%コンフルエントになるように
細胞を播いた。具体的にはおよそ 50000個播くと解析に好ましい細胞数になった。（フローサイトメトリ解
析には細胞は絶対数で 50000 個は必要である）ここへ siGL2 の最終濃度が 300 nM になるようにトランス
フェクションし、解析に必要な時間（1、4、8、20 時間）インキュベーションした。8 時間および 20 時間
インキュベーションした細胞は、トランスフェクションから 4 時間の段階で培地を交換し、PBS で 3 回洗
った後新しい培地に置換することで、それ以降の新たな複合体の取り込みを阻害した。解析の前には、ま
ずフローサイトメトリ装置（MoFlo XDP; Beckman Coulter、Miami、FL）を立ち上げ、光学系の調整を行っ
てから細胞の準備を行った。トランスフェクションした細胞は培地を交換し、通常の継代作業にしたがっ
て懸濁液とした。この時懸濁液をそのまま解析に用いるため、フェノールレッド不含の培地中で懸濁液と
した後、1500 rpmで 3 分間遠心操作をし、上清を HBSS(−)に置換し、最終的に HBSS(−)の懸濁液とした。
フローサイトメトリ測定では、488 nmのレーザを散乱光検出に用い、Ex 488 & Em 529/28 フィルタセット
を Py-AA-TO検出に、647 nmのレーザと Ex 642 & Em 670/30 フィルタセットを Alexa647 検出にそれぞれ
用いた。実際の測定では、まずコントロールとして siRNA をトランスフェクションしていない HeLa 細胞
の懸濁液を解析し、このデータを参照にして、HeLa細胞に由来する散乱光シグナル領域を設定し、実際に
トランスフェクションした細胞を解析した。 
 
統計解析：siGL2 のサイレンシング活性データの解析には t検定または分散分析を行い、統計学的に有意な
差があるかどうかを評価した。P 値が 0.05よりも小さくなった時、統計学的に有意な差があるとみなした。 
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1. 用いた配列 
今回評価に用いた配列は、Robertsと Crothersらにより報告されているヘアピン型の二重鎖: 
RRと DD を使用した（図 3−1）（Roberts and Crothers, 1992）。三重鎖形成 PNA を報告してい
る Roznersらも同じ RRを用いている（Li et al., 2010）。すべてホモプリン鎖とホモピリミジ
ン鎖からなる二重鎖である。二重鎖はいずれも UUUU あるいは TTTT ループ構造を持って
おり、熱的に非常に安定な分子内二重鎖を形成できるため、熱的に安定な PNAとの三重鎖
を調べることが可能であると考えられる。また、三重鎖形成反応に対する二重鎖内の鎖の影
響を調べるために、ヘテロ二重鎖：RD と DR も用意した。上記の筆者らはこれらの配列と、
三重鎖形成 DNA および RNA との相互作用を報告しているので、その結果と本章で得られ
た解析結果を比較できると考えた。 
PNA と形成した三重鎖は、以後 P*RR、P*RD、P*DR、P*DD（*: Hoogsteen 塩基対を表
す）と省略して表記する。 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 3−1. 用いた二重鎖と PNA の配列。太字は二重鎖部位の RNA 鎖を示す。点は PNA 
の標的配列を示す 
二重鎖と PNA との三重鎖の表記は以下の通り。RNA 二重鎖: RR; 5’-RNA−DNA-3’ ヘテ
ロ二重鎖, RD; 5’-DNA−RNA-3’ ヘテロ二重鎖, DR; DNA 二重鎖, DD; PNA−RR 三重鎖, 
P*RR; PNA−RD 三重鎖, P*RD; PNA−DR三重鎖, P*DR; PNA−DD 三重鎖, P*DD 
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2. 様々な条件下における三重鎖の安定性評価：pH の影響 
まず融解温度測定を行い、様々な pH における三重鎖の安定性を評価した。pH は 5.5 から
8.0 まで変化させ、pH 5.5 には酢酸緩衝液、pH 6.0 から 8.0にはリン酸緩衝液を用いて調整
した。すべての測定 pHにおいて、塩濃度は 100 mM NaCl に固定した。260 nmにおける吸
光度変化をモニタリングすることで三重鎖の解消に伴う濃色効果を調べることを試みたが、
吸光度変化が小さく検出することが困難であった。これはおそらく PNAの融解過程（塩基
同士のスタッキングの解消）の協同性が低いためと考えられた。また、PNA との三重鎖が
安定すぎるため二重鎖の遷移と融合してしまい、これも 260 nmでの吸光度変化から三重鎖
融解温度を測定することを困難にした。そこで検出波長を 300 nmにして三重鎖の融解反応
を調べた。これはプロトン化したシトシン塩基の 300 nmの吸光度が、プロトン化していな
いシトシン塩基のものよりも大きくなることを利用しており、三重鎖が融解し Hoogsteen塩
基対が解消すると 300 nmの吸光度は減少する（Sun et al., 2004）。こうした吸光度の減少は
二重鎖の融解では観測されないため、［三重鎖→二重鎖＋一本鎖］の遷移を選択的に評価す
ることが可能である。 
典型的な融解温度測定結果を図 3−2 と 3−3 に、各 pH における融解温度（Tm: melting 
temperature）を表 3−1にまとめた。pH 5.5−8.0の範囲において P*RRは P*DD よりも熱的に
はるかに安定であることが分かった。例えば pH 5.5 において、P*RRの Tm は 102Cと求ま
り、P*DD の Tmと比較して 31C も高かった。いずれの三重鎖も pH が上がるにつれ Tm が
減少した。これは PNA が三重鎖を形成するためにはシトシン塩基がプロトン化する必要が
あり、N3位の窒素原子の pKaが約 4.5であるために、高 pH 条件下ではプロトン化が起こり
づらくなっている結果であると考えられた。一方こうした Tmの pH 依存性は Watson−Crick
塩基対からなる二重鎖の融解では見られなかった（図 3−3）。P*RR は pH 7.0−8.0においても
P*RR が室温以上の Tmを示した。この結果は三重鎖内の PNA シトシン塩基の N3 位の pKa
が中性付近まで上昇していることを示唆していた。これはグアニン 7 位の窒素原子とシト
シン 3位の窒素がプロトンを共有すること、またプロトン化シトシンの正電荷が RNA リン
酸基と静電相互作用することにより、プロトン化した状態が安定化するためであると考え
られる（Nikolova et al., 2013; Callahan et al., 1991）。 
Tmの pH依存性を比較すると、P*DDの方が pH により敏感であり、pH上昇により P*RR
よりも一層不安定化した。Tm vs. pH プロットを線形フィッティングし、その傾きを比較す
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ると、 確かに P*DD の方が P*RR よりも傾きが負に大きかった（Tm/pH = −36.1 for P*RR、
Tm/pH = −48.5 for P*DD、図 3−4）。負の傾きは、三重鎖の融解に伴いプロトンが放出され
ていることを示唆していた。Tmの pH 依存性から、カウンターイオンコンデンセーション理
論（counterion condensation theory: CC 理論）に基づく式 3−1を用いて、三重鎖融解に伴うプ
ロトンの放出数: nH+を見積もったところ（Soto et al., 2002; Plum and Breslauer, 1995）、P*RR
では二重鎖一モルあたり 8.5 モルのプロトンが、P*DD では 5.9 モルのプロトンがそれぞれ
放出されていると見積もられた。これらは PNA が含む 6個のシトシン塩基の個数におおよ
そ対応していた。 
 
∆𝑛𝐻+ = −0.434 ∙
∆𝐻𝑈𝑉
𝑅𝑇𝑚
2 ∙
𝜕𝑇𝑚
𝜕𝑝𝐻
           （式 3−1） 
HUV は融解温度の濃度依存性から見積もった三重鎖形成反応に伴うエンタルピー変化、R
は気体定数（cal∙mol−1∙K−1）である（図 3−16 参照）。 
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Figure 3−2. 様々な pHにおける融解温度曲線。(a) PNA−dsRNA三重鎖、(b) PNA−dsDNA
三重鎖 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) or 10 mM sodium phosphate buffer solution (pH 6.0−8.0) containing 100 mM NaCl and 1.0 
mM EDTA. 
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Figure 3−3. 各 pH における三重鎖および二重鎖の Tm 
Figure 3−4. 三重鎖の Tmの pH 依存性の線形フィッティング。線形フィッティングで得
られた直線を実線で示した 
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Table 3−1. 様々な pHと NaCl濃度における三重鎖と二重鎖の Tm [± 1C] a 
pH NaCl (mM) Tm (P*RR) Tm (P*DD) Tm (RR) Tm (DD) 
5.5 50 101 76.3 91.3 69.1 
 100 103 71.3 97.8 72.3 
 150 99.3 68.3 97.9 75.3 
 200 98.0 65.3 98.6 76.9 
 300 93.0 57.5 > 100 78.7 
 500 89.2 52.4 > 100 78.9 
6.0 100 83.9 44.1 97.8 75.1 
6.25 100 72.0 31.3 97.8 75.9 
6.5 100 61.0 23.4 97.9 75.2 
7.0 100 48.5 < 20.0 97.0 75.4 
8.0 100 27.7 < 20.0 97.1 75.9 
a The concentration of each strand was 3.0 M. The UV melting curves were recorded at 300 nm,  
and the Tm values were determined by a differential method.  
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3. 様々な条件下における三重鎖の安定性評価：塩濃度の影響 
次に様々な塩濃度条件下での三重鎖の安定性を比較した（図 3−5）。表 3−1に示したように、
pH 5.5 において、50 mM から 500 mM まで NaCl濃度を変化させたときも、P*RR は P*DD
よりも熱的により安定であることが分かった。塩濃度が上昇するといずれの三重鎖も Tmは
減少した。これはナトリウムイオンが、PNA のプロトン化したシトシンおよび N 末端のプ
ロトン化したリシン側鎖と、RNA リン酸基への結合において競合しているためであると考
えられた。特にプロトン化シトシンとの競合反応は N3位の見かけの pKaを低下させるもの
と予想されるので（Soto et al., 2002）、その結果三重鎖の安定性が減少したものと考えられ
た。通常の二重鎖形成ではこうした競合はなく、むしろナトリウムイオンはリン酸基同士の
電荷反発を遮蔽する効果を示すため、二重鎖は安定化した（図 3−6）。こうした挙動は従来
の TFO とは全く逆であった。すなわち、従来の DNA や RNA を骨格とする TFO は、塩濃
度が高くなるほど TFO と二重鎖間の静電反発がナトリウムイオンによって遮蔽されるため、
形成する三重鎖が安定化する。一方 TFO においてもプロトン化シトシンとナトリウムイオ
ンの競合は起こるものと考えられる。しかしながら、TFO においては PNAとは異なり、そ
うした競合反応よりもナトリウムイオンによるリン酸基同士の電荷反発の遮蔽効果の方が
重要であるため、ナトリウムイオンの影響に違いが生まれるのではないかと推測している。 
図 3−6 と 3−7 の Tm vs. ln[Na+] プロットにおいて負の傾きが見られることから、三重鎖融
解に伴いナトリウムイオンが取り込まれていることが示唆された。CC 理論に基づく式 3−2
（Soto et al., 2002; Rentzeperis et al., 1991）を用いて三重鎖融解に伴うナトリウムイオンの取
り込み数: nNa+を見積もったところ、P*RR では二重鎖一モルに対し 2.2 モルのナトリウム
イオンが、P*DDでは 2.4モルのナトリウムイオンがそれぞれ放出されていることが示唆さ
れた。三重鎖融解に伴いプロトンの放出とナトリウムイオンの取り込みという非協同的な
挙動が見られたのは、プロトンとナトリウムイオンが三重鎖形成反応において競合してい
ることを示唆していた。 
∆𝑛𝑁𝑎+ = −1.11 ∙
∆𝐻𝑈𝑉
𝑅𝑇𝑚
2 ∙
𝜕𝑇𝑚
𝜕𝑙𝑛[𝑁𝑎+]
          （式 3−2） 
三重鎖融解における先のプロトンの放出数とナトリウムイオン取り込み数が完全に一致
しないのは、ナトリウムイオンの取り込みには PNA の結合に伴う二重鎖の構造変化なども
関与しているからではないかと考えられる。 
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Figure 3−5. 様々な NaCl 濃度における融解温度曲線。(a) PNA−dsRNA 三重鎖、(b) 
PNA−dsDNA三重鎖 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 50, 100, 150, 200, 300 or 500 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. 
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Figure 3−6. 各 NaCl濃度における三重鎖および二重鎖の Tm 
Figure 3−7. 三重鎖の Tm の NaCl 濃度依存性の線形フィッティング。線形フィッティン
グで得られた直線を実線で示した 
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4. 様々な条件下における三重鎖の安定性評価：分子クラウディングの影響 
さらに PNA による三重鎖の安定性に対する分子クラウディング効果を調べた。いくつかの
グループの先行研究において、DNA 三重鎖はポリエチレングリコール（PEG）等を用いた
分子クラウディング条件下で安定化することが報告されている（Miyoshi et al., 2009; Goobes 
et al., 2003; Goobes and Minsky, 2001; Spink and Chaires, 1999 & 1995）。三重鎖の安定化は主に、
Hoogsteen塩基対を形成する際に水分子が放出されることが大きな原因として考察されてい
る（Miyoshi et al., 2009）。PNAも Hoogsteen塩基対を介して三重鎖を形成するので、DNA 三
重鎖と同様に分子クラウディング条件下で安定化することを期待した。また、クラウディン
グ条件は細胞内環境を模した系であり、疑似細胞内環境下での三重鎖形成反応を調べるこ
とは、将来的な細胞内応用を進めていく上で重要であると考えた。 
今回クラウディング剤として、平均分子量が 200、400、8000の PEG（PEG200: P2、PEG400: 
P4、PEG8000: P8）、エチレングリコール（EG）、ジメトキシメタノール（DM）、グリセロー
ル（G）、2-メトキシエタノール（2-ME）、D-ソルビトール（S）を用いた（図 3−8）。各クラ
ウディング剤を 20 wt%（PEG400と PEG8000 は 15 wt%）加えた時の Tmを比較したところ
（図 3−9a）、分子クラウディング条件下においても P*RR は高い熱的安定性を示し、P*DD
よりも高い安定性が保持されていた。しかし Tmはクラウディング剤によって安定化も不安
定化もすることが分かった。こうした効果はクラウディング剤の量に比例していたことか
ら、確かにクラウディング剤によるものであることが分かった（図 3−10）。PEG に着目する
と、そのモノマーであるエチレングリコール添加時にはいずれの三重鎖の安定性は大きく
減少したが、分子量が大きくなるほど三重鎖は安定化する傾向が見られた。これは小さい分
子量を持つ PEGでは水の活量の減少が支配的である一方、大きな分子量を持つ PEG では排
除体積効果が支配的になっているためと考えられた（Goobes et al., 2003）。すなわち立体的
に込み合った条件下では、平衡反応は分子量が小さくなる方向が有利となる。排除体積効果
が支配的であることは、同様の傾向が RRと DDにおいても見られたことからも支持された
図 3−10b）。一方、より分子量の小さいクラウディング剤は、排除体積効果よりも水の活性
を落とすことで三重鎖の安定性に影響を与えることが知られている。実際、小分子クラウデ
ィング剤（PEG以外）を添加すると三重鎖の安定性は大きく変化し、その種類によって安定
化も不安定化もした。P*RR では D-ソルビトールでは安定化し、その他のクラウディング剤
では不安定化したが（図 3−10a）、P*DD では DM 以外のクラウディング剤存在下で安定化
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した（図 3−10b）。対照的に、二重鎖はすべての小分子クラウディング剤で不安定化したこ
とから（図 3−9b）、二重鎖と三重鎖は水和状態が大きく異なることが示唆された。DNA の
二重鎖と三重鎖においても、水和状態が異なることが報告されている（Miyoshi et al., 2009; 
Spink and Chaires, 1999）。同時に、クラウディング剤による安定化／不安定化の度合いは、
P*RRと P*DD で大きく異なっていたことから、三重鎖同士の水和状態もまた大きく異なる
ことが示唆された（図 3−10）。さらに、小分子クラウディング剤の構造と安定化／不安定化
にも相関が見られ、ビシナル位にあるヒドロキシル基が多いほど三重鎖は安定化する傾向
があった。つまり、ビシナル位のヒドロキシル基の数は、PEG200 = DM（0個）< 2-ME（1
個）< EG（2個）< G（3個）< S（6個）であり、数が大きくなるほど P*RR も P*DD も共
に安定化した。これはヒドロキシル基が三重鎖と直接相互作用することで三重鎖の安定性
に影響を与えていることを示唆していた。 
興味深いことに、同じ小分子クラウディング剤を用いた過去の研究結果と比較すると、
PNAによる三重鎖の安定化／不安定化への影響は、DNA三重鎖へのものと全く逆の傾向が
見られた。具体的には三好らの先行研究で、DNA 三重鎖の安定性は G < EG < 2-ME < PEG200
（Miyoshi et al., 2009 より一部抜粋）と報告されている。用いた配列・二重鎖構造・測定条
件が異なる点に注意しなければならないが、このことは DNA 三重鎖と PNA による三重鎖
もまた異なる水和状態を有していることを示唆しており、クラウディング剤と三重鎖の相
互作用が、DNA三重鎖と PNAの三重鎖で異なっている結果、安定性への影響（安定化／不
安定化）も違っていたものと考えられる。これはおそらく DNA の糖−リン酸骨格と、PNA
のより疎水性の高いポリアミド骨格とで、小分子クラウディング剤の相互作用の仕方が異
なることを反映した結果であると推測している。この点をより詳細に議論するためには、ク
ラウディング剤添加時の三重鎖形成に伴う水分子の出入りを定量的に求めることが必要と
考えられる。また、分子動力学計算や X 線結晶構造解析などの構造解析も重要と考えられ
る。 
もし P*RRと P*DDの三重鎖の水和状態が大きく異なる場合、これが両者の安定性（ひい
ては RNA 二重鎖結合選択性）と関連している可能性がある。PNA の周辺に存在する水分
子に関しては、いくつか先行研究から得られる知見がある。PNA−DNA 二重鎖の X 線結晶
構造解析から、構造化した水分子が PNA 骨格のアミドプトロンと近くの核酸塩基を橋渡し
するような役割を果たしていることが示唆されている（Menchise et al., 2003）。これが、PNA 
骨格を固めることにより配列選択性を向上させている可能性が指摘されている。また、
PNA−DNA−PNA 三重鎖の MD 計算からは、三重鎖構造の minor-major groove に存在してい
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ることが示唆されており、Hoogsteen 側の PNA 骨格のアミド結合と DNA リン酸基の非架橋
酸素とが直接、あるいは水分子を介して相互作用している可能性が指摘されている（Sen and 
Nilsson, 1998）。こうした結果から、PNA と RNA二重鎖および DNA 二重鎖との三重鎖構造
の周囲にもまた、構造化した水分子が存在するのではないかと推測される。P*RR と P*DD
には異なる構造化した水分子が存在しており、それが小分子クラウディング剤に対する異
なる安定化／不安定化挙動の原因になったと考えた。ここで、私は A 型構造をとる RNA 二
重鎖と B 型構造をとる DNA 二重鎖の主溝のリン酸基の配置の違いが重要なのではないか
と考えている。すなわち前者は糖が C3’-endo 型のパッカリングをとるために、リン酸基の
非架橋酸素原子が主溝側に向いている。これは A型構造の構造的特徴であるため、P*RRに
だけリン酸基の非架橋酸素原子が関与した特定の水分子が存在しているかもしれないと考
えている。この点に関しては現段階では推測に過ぎないが、構造解析や MD 計算などによ
り明らかになるものと期待している。なお、三重鎖構造の水和状態の違いは、後述のCpの
違いに（部分的に）反映されているのかもしない。 
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Figure 3−8. クラウディング剤の構造式 
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Figure 3−9. クラウディング条件下における三重鎖（a）と二重鎖（b）の Tm比較。黒塗
りが PNA−dsRNA三重鎖（a）または dsRNA（b）、白塗りが PNA−dsDNA三重鎖（a）ま
たは dsDNA（b）。クラウディング剤を加えていない時の Tmとの差を縦軸にプロットし
た。クラウディング剤は、P4と P8 が 15 wt%、その他は 20 wt%加えた。ND: グリセロ
ール（G）を用いた場合、80C以上になるとグリセロール自身が 300 nmの顕著な吸収を
示したため、P*RRの Tmを正確に測定することができなかった 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 100 mM NaCl, 1.0 mM EDTA and the crowding agent. 
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Figure 3−10. 三重鎖の Tm のクラウディング剤濃度依存。(a) PNA−dsRNA 三重鎖、(b) 
PNA−dsDNA三重鎖。P4と P8を加えた溶液では粘性が高くなったため、15−20 wt%程度
までしかうまく測定することができなかった 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 100 mM NaCl, 1.0 mM EDTA and the crowding agent. 
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5. 三重鎖形成反応の熱力学と速度論 
三重鎖形成反応に伴う熱力学的パラメータを調べるために、ITC 測定を行った。25C にお
ける ITC プロフィールを図 3−11 に、各熱力学的パラメータを表 3−2 にまとめた。25C に
おいて P*RR は P*DD よりも 2.6 倍大きな会合定数（Kcal）を示した。また会合定数は、三
重鎖が熱的に安定な 10C から 37C の温度範囲でも P*RR の方が大きかった（図 3−12、第
四章も参照のこと）。このことから熱量測定でも、融解温度測定と同様に PNAは RNA 二重
鎖と強く結合するという結果が得られた。ITC測定から見積もられる会合定数は、三重鎖形
成反応の会合過程、すなわち核形成反応を主に反映していると考えられており、P*RR の核
形成反応がエネルギー的により有利であることを示唆していた（Kamiya et al., 1996; 第四章
も参照のこと）。これは会合速度定数（kon）の比較からも支持された。ストップトフロー測
定から三重鎖形成反応の会合速度定数を算出したところ、P*RR は P*DD よりも 4.4 倍大き
な konを示した（表 3−2）。これらの結果は、数塩基から成る核の安定性は、核が RNA 二重
鎖の主溝で形成されるときの方が、DNA 二重鎖の主溝で形成されるときよりも高いことを
示唆していると考えられた。この点をより明らかにするために核形成反応の分子モデリン
グ計算を行った。3塩基から成る核形成を模倣して、H2N− cct −CONH2の 3塩基（標的配列
の中央 3 塩基分）から成る核を相補的な RNA 二重鎖および DNA 二重鎖の主溝で形成させ
た。すると、図 3−13 に示すように、RNA 二重鎖の主溝で形成された 3 塩基の核は、DNA
二重鎖のものと比較して、互いの塩基が効果的にスタッキング相互作用していることが示
唆された。核形成反応では、二重鎖の Watson−Crick 塩基対との Hoogsteen 型水素結合や核
形成に関わる塩基同士のスタッキング相互作用が安定化に寄与する主な相互作用になると
考えられる（図 3−13下段）。このモデリング結果は、核形成反応が RNA二重鎖の主溝で起
こった方がエネルギー的に安定であることを示唆するものであった。またこれと併せて、
P*DDでは大きなコンフォメーション変化が起こることも、会合過程が不利になっている原
因の一つとして考えられた（図 3−16参照）。 
会合定数と会合速度定数とは対照的に、P*RR と P*DD においてエンタルピー変化（H）
とエントロピー変化（S）を見てみると、P*RRと P*DD のどちらにも顕著な差は見られな
かった。H は主に三重鎖形成の伸長過程、すなわちシトシンのプロトン化、塩基同士のス
タッキング相互作用や水素結合形成に由来する項と考えられる。今回は RR、DD、PNA の
すべてが同じ配列であったために、H に大きな差が見られなかったものと考えられた。な
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お、S は計算で得られた値であり、H とS との間には強く補償則が働いているため、S
にも大きな差が見られなかった。 
さらに熱力学的パラメータの温度依存性を調べると、結合に伴うエンタルピー変化は温
度に強く依存することが分かった（第四章も参照のこと）。具体的には測定温度を上げてい
くと、H はより負に大きくなることが分かった。H の温度依存性を線形フィッティング
することで、見かけの比熱容量変化（Cp）を算出した。すると P*RR では−1008 (cal/mol)K−1、
P*DD では−908 (cal/mol)K−1とそれぞれ見積もられた（表 3−2）。大きな負のCpは、一本鎖
状態の PNA のコンフォメーション変化と二重鎖との Hoogsteen 塩基対形成を介した結合反
応の 2 つの平衡反応がカップリングしていることを示唆していた（詳細は第四章を参照の
こと）。Cp は結合に伴う疎水的に結合した水分子の取り込み／放出に起因すると解釈され
ることが多いが（Mikulecky and FeigHeat, 2006）、本系においては DNA 三重鎖形成反応と同
様（Kamiya et al., 1996）、PNA自身の初期構造変化がCpに大きく寄与しているものと考え
られた。それぞれのプロセス（PNAの初期構造変化、RNA二重鎖への結合）に付随するCp
を求めることは現段階ではできないので、P*RR と P*DD に見られたCpの差異を議論する
のは困難であった。しかし、Cpに見られた違いは上述のように、三重鎖形成に伴う親水性・
疎水性表面積の変化に伴う水分子の出入りを（部分的に）反映しているかもしれない。 
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Figure 3−11. (a) P*RR、(b) P*DDの ITCプロフィール 
測定条件: [PNA] = 70 M, [dsRNA] or [dsDNA] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C.  
Figure 3−12. 10Cから 37C における会合定数。赤: P*RR、青: P*DD 
測定条件: [PNA] = 70 M, [dsRNA] or [dsDNA] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 10, 15, 20, 25, 30, or 37C. Error bars are 
the standard deviation obtained from three independent experiments. 
P*RR の各温度での ITCプロフィールは第 4章に示したので、そちらも参照のこと 
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(a)                       (b) 
     
     
 
  
Figure 3−13. 考えられる 3塩基核構造の一つ。(a) dsRNA主溝での核、(b) dsDNA 主溝で
の核。上段は PNAの C 末端側から見た図で、下段は横から見た図。PNA を青色、RNA
または DNA のプリン鎖を橙色、ピリミジン鎖を灰色で示した。横からの視点における
点線は分子間相互作用を示す 
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Table 3−2. Thermodynamic and kinetic parameters for the P*RR and P*DD triplex formations at 25Ca 
 Kcal ( 107 M−1) Gobsb (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) −TSobsc (kcal/mol) Cp (cal/mol)K−1 kon ( 105 M−1s−1) 
P*RRd 2.3  0.82 −9.94  0.24 −35.5  1.4 25.6  1.65 −1008 2.8  0.078 
P*DDe 0.89  0.052 −9.5  0.12 −33.4  0.37 23.9  0.35 −908 0.63  0.043 
a Thermodynamic parameters were obtained from the ITC measurements, and the association rate constant was determined by the stopped-flow analysis. Errors are the standard deviation 
obtained from three independent experiments. bGobs is calculated from Gobs = RTlnK, where R is the gas constant [cal/mol·K]. cSobs is calculated from Sobs = Hobs  Gobs. d 
Values are from the literature. e kon value from the literature. 
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6. 二重鎖内の鎖の影響 
三重鎖形成反応における二重鎖の影響を調べるため、ヘテロ二重鎖との三重鎖形成反応を
調べた。融解温度測定から各ホモ二重鎖（RR、DD）とヘテロ二重鎖（RD、DR）の熱的安
定性を比較したところ、その安定性の順序は P*RR > P*RD > P*DR > P*DD となった（図
3−14）。P*RR が最も安定で、ヘテロ二重鎖との三重鎖: P*RD と P*DR の安定性は P*RR と
P*DD間に位置していた。この結果から明らかなように、二重鎖にDNA鎖が含まれると PNA
との三重鎖は熱的に大きく不安定化することが分かった。各三重鎖の安定性を、自由エネル
ギー変化（G）を指標として考えるために、Tmの濃度依存性から式 3−3、3−4 に基づき三
重鎖形成反応のG を見積もると（図 3−15）（Scjroeder and Turner, 2009; Xodo et al., 1990）、
P*RR、P*RD、P*DR、P*DD に対してそれぞれ−9.3 kcal/mol、−8.4 kcal/mol、−8.2 kcal/mol、
−4.0 kcal/molとなった。P*RR は P*DD と比較して 5.3 kcal/mol安定であった。 
 
1
𝑇𝑚
=
𝑅
∆𝐻UV
∙ 𝑙𝑛 (
Ct
4
) +
∆𝑆UV
∆𝐻UV
          （式 3−3） 
∆𝐺UV,25C = ∆𝐻UV − 298 ∙ ∆𝑆UV         （式 3−4） 
Ctは用いた核酸濃度である。 
 
これらの結果からも明らかなように、RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成できる点、また
DNA 二重鎖よりも RNA二重鎖と強く結合できる、という 2点が三重鎖形成 PNA の最大の
特徴である（図 3−19 参照）。なお、融解温度測定と ITC 測定から得られた自由エネルギー
に大きな差異が見られたのは、自由エネルギーが測定方法によって大きく変わるためであ
る。つまり前者は解離過程、後者は会合過程を主に見ており、（厳密な意味で）二状態遷移
かどうかという点も影響する。 
二重鎖に DNA 鎖を含むことで三重鎖が不安定化する理由を明らかにするため、三重鎖形
成に伴う CD スペクトル変化を調べた。RRは典型的な A型、DDは典型的な B 型の CDス
ペクトルの特徴を示した（図 3−16）。また、ヘテロ二重鎖はそれらの中間型の特徴を示し、
A型構造に特徴的な 210 nmの負のピーク強度を指標にして考えると（Lesnik and Freier, 1995）、
RD はより A 型に近い A−B 中間型、DR はやや B 型に近い A−B 中間型であった。ここへ
PNAを添加すると、結合に伴いいずれの二重鎖も CD スペクトル変化を示した。DNA鎖を
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含む二重鎖との三重鎖：P*RD、P*DR、P*DD では、P*RR と比べて大きな構造変化を伴う
ことが明らかとなった。核酸塩基に由来する 240−280 nmのレッドシフトを伴うピーク強度
の変化が見られたことから、これらの三重鎖はもともとの二重鎖とは異なるらせん構造体
へと変化したことを示唆していた。同時に、210 nm のピークが負に大きくなったことから
（Lesnik and Freier, 1995）、A 型構造に近づくような構造変化であると考えられた。なお
240−280 nmのピークのレッドシフトは、PNAのプロトン化シトシンの寄与を示唆していた。
これらとは対照的に、P*RR の CD スペクトルは全体として元の RRの A型構造の特徴を保
持していた。210 nmのピークが負に大きくなったのも、単に PNAがらせん構造をとったこ
とに主に起因しているものと考えられた（Dragulescu-Andrasi et al., 2006）。 
三重鎖のコンフォメーションに関する情報は、電気泳動実験からも得られた。非変性ポリ
アクリルアミドを用いた EMSA（electrophoresis mobility shift assay）を行ったところ、三重
鎖の移動度は P*DD > P*DR  P*RD > P*RRとなった（図 3−17）。一方で、二重鎖の移動度
は DD > DR > RD > RRとなった。EMSA の結果は異なるビスアクリルアミドの濃度で行っ
ても（12% または 20%）変わらなかった（図 3−18）。ゲル移動度に着目すると、二重鎖同
士は大きく異なっていたが、三重鎖は全体として移動度が近くなり、P*RDと P*DR につい
てはほぼ同程度であった。非変性ポリアクリルアミドゲル内での移動度に関して、Roberts
と Crothers らは核酸の全体の大きさや形、柔軟性が移動度の違いを生み出すと考察してい
る（Roberts and Crothers, 1992）。もしそうだとすれば、二重鎖の移動度の違いと比較して、
三重鎖の移動度の違いが近くなったのは、PNA との三重鎖構造はある構造（おそらく A 型
のらせん構造）が安定で、それに近づくように変化した結果を反映しているものと推測した。
EMSA の結果とその移動度の違いの考察は、CDスペクトルの結果とその解釈とも良い一致
を示した。図 3−16 で示したように、二重鎖の CD スペクトルは互いに大きく異なっていた
が、三重鎖のスペクトルは互いに（A 型構造に）近づくように変化していた。さらに重要な
ことに、ゲル移動度は三重鎖の熱的安定性とも良い相関が見られ、ゲル移動度が小さいほど
三重鎖は安定であった。すなわち三重鎖の構造と安定性には強い相関があることが示唆さ
れた。 
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Figure 3−14. 三重鎖の融解温度曲線 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. 
Figure 3−15. 1/Tm vs. ln(Ct/4)プロット。各三重鎖の Tmを、濃度を変えて測定した。線形
フィッティングで得られた直線を実線で示した。各プロットの色は図 3−14 に対応して
いる。 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 0.83, 3.0, 10, 20, 30, or 40 M in 10 mM 
sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. 
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Figure 3−16. 三重鎖形成に伴う CDスペクトル変化。(a) P*RR、(b) P*RD、(c) P*DR、(d) 
P*DD。三重鎖を色付きの実線、二重鎖単体を黒の実線、それらの差スペクトルを黒の点
線でそれぞれ示した 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 1.0 M or [double-stranded nucleic acid] = 
1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. 
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Figure 3−17. 非変性アクリルアミド（12%）での三重鎖および二重鎖の電気泳動図 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 1.0 M or [double-stranded nucleic acid] = 
1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Running buffer: 100 mM MES buffer (pH 5.5). The gel was stained by SYBR 
Green I. Ex: 302 nm. 
Figure 3−18. 12%および 20%非変性アクリルアミドでの三重鎖および二重鎖のゲル移動
度の比較 
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7. RNA二重鎖選択性の考察 
図 3−19 にまとめたように、三重鎖形成 PNA は従来の TFO では獲得できなかった RNA 二
重鎖 vs. DNA 二重鎖結合選択性を有している。これは PNAの電荷中性でかつフレキシブル
なポリアミド骨格に起因する特性であることは明白である。結合親和性が TFO を比較して
圧倒的に高いのは、その大部分が静電反発を受けない電荷中性の PNA 骨格によるものと考
えられる。これに加えて従来の TFO は RNA 二重鎖とそこまで安定な三重鎖を形成できな
かったことを考えると、そもそも PNAが RNA二重鎖と結合できる、その安定性が DNA 二
重鎖との三重鎖よりも安定である、という 2 点が三重鎖形成 PNA の結合特性だと言える。
これらについて以下に考察した。 
化学修飾を施した TFOの結合能をDNA二重鎖と RNA二重鎖で比較した報告は限られて
いるが、これまで報告されている限りではいかなる骨格／塩基部分の化学修飾を施しても、
RNA 二重鎖よりも DNA 二重鎖に対して強く結合することが知られている。種々の骨格／
塩基修飾は三重鎖の安定性には大きな影響を与えるものの、DNA 二重鎖へ強く結合する傾
向は変わらない（Zhou et al., 2013; Wang and Kool, 1995; Escudé et al., 1993; Han and Dervan, 
1993; Roberts and Crothers, 1993）。PNA と TFO の大きな違いの一つである電荷は、三重鎖の
安定性には重要なパラメータではあるが、RNA 二重鎖への結合選択性の直接的な原因では
なく、三重鎖の安定性に影響を与えるのみである（下記も参照のこと）。PNA が RNA 二重
鎖の狭く深い主構に強く結合できる性質に関して、私が最も重要と考えたのは、PNA の塩
基部位と骨格部位のカップリングが弱い点である。すなわち PNAの塩基と骨格部位はアセ
チルリンカーで連結されており、この部分の回転のエネルギー障壁がそれほど大きくない
ので、骨格部位と塩基部位が比較的独立して機能しうる点が重要であると考えた。例えば
PNA−RNA 二重鎖の NMR 構造解析を報告している論文では、Watson−Crick 塩基対を形成し
ている PNA の塩基部分に比べて、骨格部位の運動性が高いことが報告されている（Brown 
et al., 1994）。PNA−RNA 二重鎖の MD シミュレーションにおいても同様の傾向が報告され
ている（Soliva et al., 2000）。このことは、塩基部位は塩基対形成に関与しており運動性が制
限される一方で、その塩基対形成を保ちつつ骨格部位はある程度のフレキシビリティを持
ち得ることを示唆していた。この骨格の構造的適応性があることで、PNA は塩基部分で
Hoogsteen 塩基対を形成しながら、骨格部分は RNA 二重鎖の狭く深い主溝にフィットする
ことができたのだと考えられた。実際に P*RRの CD スペクトルは、他の三重鎖と比較して
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あまり変化しなかった（図 3−16a）。これこそが従来の TFO が成し得なかった点だと考えら
れる。つまり DNAや RNA、その類縁体においては、糖−リン酸骨格が核酸塩基部位と強く
カップリングしているため、糖のパッカリングで塩基の向きが大きく変化する（あるいは塩
基が向きを変えるためには糖のパッカリングの変化を付随する必要がある）。さらに A 型構
造をとる RNA二重鎖は構造的に剛直であり、深く狭い RNA二重鎖の主溝へ TFO が構造的
にフィットしないために結合することが困難となっているものと考えた。こうした点を考
慮すると、TFO が RNA 二重鎖よりも DNA 二重鎖とより安定な三重鎖を形成できるのは、
TFO がうまくフィットできるように二重鎖構造自体もコンフォメーションを変化させるこ
とができたためと考えられる。こうした構造変化は、二重鎖内の DNA 鎖のデオキシリボー
スが C2’-endo型も C3’-endo型もいずれのパッカリングもとることができる性質に起因する
ものと考えられる。実際、三重鎖の構造解析例を調べてみると、RNA 三重鎖では糖のパッ
カリングはすべて C3’-endo 型をとるのに対し（Cash et al., 2013）、DNA 鎖を含む三重鎖では
DNA 鎖の中に C2’-endo 型と C3’-endo型が混在している（Gotfredson et al., 1998; Tarköy et al., 
1998; Radhakrishnan and Patel, 1994）。これはおそらく TFO と安定な三重鎖を形成するため
に、DNA鎖の（少なくとも一部の）糖が C3’-endo 型へとパッカリングを変化させることで、
TFO を受け入れた結果であるものと推測される。 
ただしこの点は三重鎖形成に伴う熱力学的パラメータ変化には明瞭に反映されていなか
った。もし糖のパッカリング変化を付随する構造変化が P*DD 三重鎖形成でより顕著であ
れば、その三重鎖形成反応は P*RR 三重鎖形成よりもエントロピー的に不利になることが予
想される。しかし実際はそうではなく（表 3−2）、エンタルピー獲得に対するエントロピー
損失の割合はどちらも同じであった。これはおそらく、エンタルピー項が PNA と RNA 二
重鎖あるいは DNA 二重鎖との分子間相互作用を純粋に反映するのではなく、PNA の構造
変化など三重鎖形成の分子間相互作用以外の寄与が含まれるためではないかと考えている。 
 
RNA 二重鎖と DNA 二重鎖では、主溝側に突き出たプリン塩基の官能基（水素結合のド
ナー・アクセプター）は同じである。三重鎖形成反応の pH および塩濃度依存性から、PNA
は三重鎖形成反応において高分子電解質としての性質を示した。PNA による三重鎖形成反
応において、プロトン化したシトシンと RNA または DNA の負電荷を有するリン酸基との
静電相互作用は結合の大きな駆動力となると予想される。しかし P*RR と P*DD の pH 依存
性、塩濃度依存性、P*DDの方がやや大きい程度で、RNA 二重鎖との三重鎖形成反応に遊離
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には働いていなかった図 3−4 & 3−7）。すなわち結合反応に関わる静電相互作用は、RNA二
重鎖結合選択性を説明するものではなかった。このことは、PNA による RNA 二重鎖選択性
は他の分子間相互作用や構造的な原因が主であることを強く示唆していた。得られたデー
タを基に、これは次の 3点に起因すると考えた。 
・二重鎖本来の構造的な剛直性（柔軟性）の違い 
CD スペクトル測定および電気泳動実験から明らかなように、DNA 二重鎖の構造変化しや
すい性質は、PNA との三重鎖形成ではエネルギー的に不利であるものと考えられる。これ
は既に述べたように、剛直な TFO と安定な三重鎖を形成する上で重要と考えられるが、フ
レキシブルな PNAの結合においては不利なのであろう。その結果 P*DDは熱的に揺らぎが
大きく、P*RR と比較して Tmが低下したのだと考えられる（表 3−1）。また、DNA二重鎖と
の三重鎖形成に伴う大きな構造変化は、熱的安定性だけではなく、会合過程をエネルギー的
に不利にする原因にもなったと考えられる。二重鎖の構造は配列によっても大きく変化す
るため、安定性の差は配列によって変わり得るが、デオキシリボースのパッカリング特性自
体は変わらないため、二重鎖本来の構造の柔軟性の違いが PNAによる結合選択性を決める
大きな要因になっていると考えた。 
・A型構造とその主溝への構造的な適合性 
PNAが RNA二重鎖と強く結合できることは、PNAが RNA 二重鎖の主溝で効果的に相互作
用できることを示唆している。CDスペクトル測定と電気泳動実験から、PNA による三重鎖
は本質的に A 型構造を好むことが示唆された。いくつかのグループから DNA三重鎖に対し
ても同様の結果が報告されている（Liquier et al., 1995; Escudé et al., 1993; Roberts and Crothers, 
1992）。つまりA型構造は元来安定な三重鎖を形成するための重要な条件なのかもしれない。
これは三重鎖が A 型構造をとるとき PNA は主溝へ構造的によくフィットし、この時スタッ
キング相互作用や van der Waals 相互作用などの分子間力を最大にできるということが可能
性として考えられる。後者に関しては、ITC 測定から得た熱力学的パラメータ、特にH に
は明瞭に反映されていないものの（表 3−2）、配列や測定条件を変え、塩基対形成に伴う熱
力学的パラメータを詳細に検討すれば明らかになるかもしれない。 
また、PNA骨格の配向も、主溝と PNA の構造的相性や、PNAと二重鎖に働く分子間力に
重要な因子となりえる。この点に関して、Rozners は PNA 骨格の位にベンジル基を導入す
ると、RNA二重鎖 vs. DNA 二重鎖結合選択性を向上させることができることを報告してい
る（Zengeya et al., 2013）。ベンジル基自体は立体的に嵩高いために RNA二重鎖との三重鎖
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も DNA二重鎖との三重鎖も共に安定性が低下するが、その低下の仕方が P*DD の方が大き
いため、結果として RNA二重鎖結合選択性が向上している。また本研究室では、PNA骨格
の位に導入した置換基の効果を検討しており、この場合三重鎖の安定性はあまり変化せず、
RNA二重鎖に対する結合選択性も大きくは変化しなかった。これらの結果は、PNAの骨格
が RNA 二重鎖と DNA 二重鎖に結合する際に特定のコンフォメーションを好んでとってお
り、それが両者で異なることを示唆している。将来的には適切な置換基を特定の部位へ導入
することで、RNA 二重鎖に対する結合選択性をさらに高めることも可能になるものと考え
られる。 
・水和 
分子クラウディング条件下における三重鎖の安定性比較から、水和は PNAの三重鎖の安定
性に重要であり、かつ P*RRと P*DDの水和状態は大きく異なることが示唆された。核酸の
構造体（二重鎖や三重鎖）において、水和はその安定性に大きな影響を与えることが知られ
ている。今回の結果から確かに言えることは、RNA 二重鎖への結合選択性の決定的な要因
が、PNA の構造適応性（PNA 本来のフレキシブルな性質）、二重鎖本来の構造や柔軟性の違
い、ならびに三重鎖構造の違いという構造的な特性であることである。しかし、水和や、も
しかすると他の分子間力もまた、三重鎖の安定性と RNA 二重鎖結合選択性に重要な要因で
ある可能性は十分あり得る。 
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Figure 3−19. 三重鎖の安定性の比較。Roberts と Crothers らのスタイルに合わせて示し
た。縦軸には融解温度測定で算出したギブス自由エネルギーの相対値をプロットした。
下に行くほど安定な三重鎖であることを示す 
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8. 結論 
核酸二重鎖へ配列選択的に結合できる分子として、三重鎖形成オリゴヌクレオチド（TFO）
が調べられるようになってから 20年以上が経ち、TFO の様々な誘導体化と結合解析が進め
られてきた。これまで調べられてきた TFO に共通するのは、RNA 二重鎖よりも DNA 二重
鎖へ強く結合するという特性である。これは DNA 二重鎖と比較して、RNA 二重鎖の主溝
は狭く深いためと考えられる。こうした従来の知見に反し、三重鎖形成 PNA は、RNA 二重
鎖とより安定な三重鎖を形成できることが報告され（Li et al., 2010）、これまでに知られて
いなかった三重鎖形成反応の性質が明らかになったが、その結合選択性の原因は明らかで
はなかった。また、PNA による三重鎖形成反応を熱力学・速度論の観点から包括的に調べ
た報告も、三重鎖形成 PNA の研究を始めた 2014 年の時点では全くなかった。本章では三
重鎖形成 PNAと RNA二重鎖／DNA二重鎖の結合反応を詳細に調べ、PNAとの三重鎖は従
来の TFO との三重鎖と比較して、より安定な三重鎖を形成すること、会合速度が非常に速
いこと、低 pH・条件で不安定化すること、分子クラウディング剤添加により安定化も不安
定化もすることを定量的に示した。PNA−dsRNA三重鎖形成は、PNA−dsDNA 三重鎖形成と
比較して、構造変化が小さいこと、会合定数および会合速度定数が大きいことが特徴的であ
った。これらの結果から、DNA 二重鎖よりも RNA 二重鎖とより安定な三重鎖を形成する
原因が、主に（1）DNA二重鎖に比べてリジッドな RNA 二重鎖へ結合できる、PNAの構造
的にフレキシブルな骨格；（2）DNA 鎖が RNA 鎖よりも糖のパッカリングの変化を付随す
るコンフォメーション変化をしやすい性質；（3）A 型構造の主溝と PNA の構造的な相性、
に起因することを明らかにした。つまり RNA 二重鎖結合選択性は、PNA本来の構造的柔軟
性と二重鎖本来の構造や柔軟性の違いに特有の性質と考えられる。PNA と TFO との三重鎖
形成反応の特徴を以下の表にまとめた。 
今回用いた PNA 配列は第六章で示すように、相補的な RNA一本鎖と Tm = 60C程度の二
重鎖を形成する。これは三重鎖と比較して 40C近く低い。つまり PNA は本質的に RNA 二
重鎖 vs. RNA 一本鎖選択性も有している点は、本章で示した RNA 二重鎖 vs. DNA 二重鎖
と併せて注目に値する結合特性と言える。PNA は電荷中性の骨格の性質から一本鎖とも二
重鎖とも強く結合できるため、多くの研究者によって結合解析が行われてきた。二重鎖との
結合様式としては、三重鎖形成とインベージョン結合の両方が知られていたが、互いに競合
することから三重鎖形成反応については実はほとんど調べられてこなかった。そうした意
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味で、本章で得られた知見は、三重鎖形成反応の新しい認識機構を明らかにするとともに、
PNAによる核酸認識機構の基礎的（分子レベルでの）理解を広げるものでもある。 
 
Table. PNAと TFO との三重鎖形成反応の比較 
三重鎖形成 PNA  TFO 
◎ 結合親和性 △ 
◎ 会合速度 × 
RNA二重鎖 結合選択性 DNA二重鎖 
低 pHで安定化 pH 低 pHで安定化 
低塩濃度で安定化 
（濃度依存性は小さい） 
塩濃度 高塩濃度で安定化 
クラウディング剤により
安定化／不安定化 
分子クラウ
ディング 
クラウディング剤により
安定化／不安定化 
 
Table. PNA−dsRNA三重鎖と PNA−dsDNA 三重鎖の比較 
融解温度 P*RR  >>  P*DD 
pH依存性 P*RR  ≤   P*DD 
塩濃度依存性 P*RR  ≤   P*DD 
会合速度定数 P*RR  >   P*DD 
ITC会合定数 P*RR  >   P*DD 
CDスペクトル変化 P*RR  <   P*DD 
水和状態 P*RR  ≠   P*DD 
P*RR: PNA−dsRNA三重鎖、P*DD: PNA−dsDNA三重鎖。 
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RNA二重鎖に関わらず、一般に RNA へ結合する分子を開発する際には、古くから研究さ
れており多くの相互作用解析データがある DNA 二重鎖結合分子を、標的 RNA への結合分
子として流用し調べるという形をとることが多い。これは核酸結合分子だけの話ではなく、
核酸検出法として汎用されているポリメラーゼ連鎖反応（PCR: polymerase chain reaction）や
ノーザンブロッティング法は、もともとは DNAを検出する手法として先に確立され、それ
が今日の RNA 検出法へと流用されている。配列情報を決定するシークエンサーも DNA の
ために開発されたため、RNA のシークエンシングには、RNAを cDNAライブラリへと変換
しなければならない。つまり RNA化学全般に言えることである。残念ながら、DNA二重鎖
結合分子の中から RNA 二重鎖結合分子を探ろうとしても、ほとんどの分子は DNA 二重鎖
に強く結合する傾向を示す。今日までその例外としてアミノグリコシド系化合物が RNAに
強く結合する分子として調べられているが、RNA リン酸基との静電相互作用を結合の主な
駆動力とするこれらの化合物は、RNA 二重鎖への選択性には乏しい。こうした背景から、
RNA 二重鎖の構造を DNA 二重鎖から識別し、かつ配列を読み取ることのできる三重鎖形
成 PNA が、いかにユニークな分子であるかは明らかであろう。 
 三重鎖形成 PNA は標的 RNA の配列情報に基づいて分子設計できる点と、市販のモノマ
ーを用いて固相合成できる点において、RNA 二重鎖を合理的に狙う分子となることがわか
る。これは、バルジやループといった他の二次構造を狙う分子を設計する際には、構造的な
相性（shape complementarity）といった曖昧なパラメータを考慮しなければならない点とは
非常に対照的である。今後特定の RNA二重鎖構造を狙う場合、RNA二重鎖構造はバルジや
内部ループ、末端ループ構造といった二次構造、あるいは一本鎖部位と常に隣り合っている
というところまで視点を広げることは重要であろう。つまり、RNA の二重鎖部位を足場と
して、さらに他の二次構造や一本鎖部位と結合するような分子設計を展開すれば、標的特異
性を格段に向上させることができると考えられる。例えば、RNA のバルジやループへと結
合する分子は、その設計指針を立てるのが困難であることが多いため、しばしばスクリーニ
ングを用いた結合分子探索を用いる。しかしここで見つかる化合物の結合親和性や結合選
択性は必ずしも望むほど高くなく、さらなる誘導体化が必要となることが多い。こうした分
子を三重鎖形成 PNA と連結することができれば、ある RNA標的へ特異的な PNA ベースの
分子を設計できると期待できる。 
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10. 実験項 
RNA：使用した RNA 二重鎖（RR）と RNA−DNA ヘテロ二重鎖（RD、DR）はすべて株式会社ジーンデ
ザイン（HPLC 精製、純度 >90%）に依頼合成したものを使用した。今回用いた RNA は UUUU をループ
としたヘアピン RNAであり、測定前にアニーリングすることで二重鎖状態にした。ヘテロ二重鎖のループ
構造は TTTTとした。DNA二重鎖（DD）は株式会社日本遺伝子研究所（HPLC 精製、純度 >95%、宮城）
に依頼合成したものを使用した。下に配列を示す。なお RNAは大文字で、DNAは小文字で表記した。PAGE
による精製データは第五章にまとめて示した。 
RR: 5’− GGA GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RD: 5’− GGA GAG GAG GGA ttt ttc cct cct ctc c −3’ 
DR: 5’− gga gag gag gga ttt tUC CCU CCU CUC C −3’ 
DD: 5’− gga gag gag gga ttt ttc cct cct ctc c −3’ 
RNAの定量、保存は第二章で記載した通りに行った。アニーリングは以下の条件で行った。 
95Cで 5分間加熱 → 5Cで 5分冷却 → 3C / 4 minの昇温速度で 25Cまで加熱 
 
試薬：試薬はすべて特級あるいは分析用グレードのものを購入し、さらに精製せずにそのまま使用した。
分子クラウディング剤は以下のものを使用した。 
PEG200（P0840、CAS: 25322−68−3、MW = 190−210、東京化成工業株式会社） 
PEG400（N0443、CAS: 25322−68−3、MW = 380−420、東京化成工業株式会社） 
PEG8000（43443、CAS: 25322−68−3、MW = average 8,000、Alfa Aesar、Lancashire、UK） 
Ethylene glycol（054−00983、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 107−21−1、MW = 62.07、和光純薬工業株式会
社） 
1,2-Dimethoxymethane（D0637、純度 98%、CAS: 109−87−5、MW = 76.10、東京化成工業株式会社） 
2-methoxyethanol（055−01096、試薬特級、純度 > 99%、CAS: 109−86−4、MW = 76.09、和光純薬工業株式会
社） 
Glycerol（076−00641、吸光分析用、純度 > 99%、CAS: 56−81−5、MW = 92.09、和光純薬工業株式会社） 
D-sorbitol（240850、純度 99%、CAS: 50−70−4、MW = 182.17、Sigma−Aldrich） 
 
PNA：PNAは市販の Fmoc 保護の PNAモノマーを用いて固相合成した。合成の詳細とプローブ溶液調製は
第五章でまとめて示すためここでは述べない。 
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測定溶液条件：特に指定がない限り、測定は 25C、100 mM NaCl と 1.0 mM EDTAを含む 10 mM 酢酸緩衝
液中（pH 5.5）で測定した。pH を変化させる実験では、リン酸緩衝液（pH 6.0−8.0）を用いた。分子クラウ
ディング条件での測定では、最大 40 wt%のクラウディング剤を添加したため、測定溶液中の塩濃度は多少
変化している点に注意が必要である。 
 
融解温度測定：融解温度測定は、紫外可視分光光度計（UV−2450、島津製作所、京都）を用いて測定した。 
本装置は、水冷式のペルチェ式恒温 8連セルホルダと冷却水循環装置（EYELAクールエース、CCA−1110、
東京理化器械株式会社、東京）が付属してある。測定にはサンプルの吸光度に合わせて、光路長 1 mmか 10 
mmの 8連セルを用いた。測定にはまず水のベースラインを測定し、それを補正データとして用いた。試料
の測定には、まず RNA 溶液／DNA 溶液をアニーリングし、ここへ PNA を添加し、20 分間インキュベー
ションした。分子クラウディング条件での測定では、アニーリングした RNA 溶液／DNA 溶液にクラウデ
ィング剤を添加し、そこへ PNA を添加してから 20 分間インキュベーションした。粘性が高い試料につい
ては溶液がきちんと撹拌されるように、10分後に一度ボルテックスで撹拌した。その後セルに溶液を移し、
上からパラフィンを添加し、さらにその上からシリコン栓をした。これにより長時間の高温測定条件下で
も試料濃度が変わらないようにした。セルをホルダーにセットしたら、72C まで 5C / min で昇温し、10
分間温度保持した後、10Cまで 1C / minで降温した。この操作はセル内で PNAをアニーリングし、かつ
気泡を取り除く目的で行った。（経験上行わなくとも結果に大きな差は見られなかった）10C で 3 時間保
持した後に測定を開始した。室温よりも低い温度で保持するため、セル外部表面への結露を防ぐため窒素
ガスをセルホルダ内へ流した。測定条件は以下の通りである。 
測定波長: 260 nm、300 nm、校正波長: 320 nm、400 nm 
スリット幅: 1 nm、積算回数: 3回、データ補正: 2波長補正＋セルブランク、測定温度: 10C → 110C、開始
保持: 10800秒、温度速度: 0.5C / 分、測定待機時間: 120秒、測定間隔: 0.5C、終了温度保持時間: 300秒 
測定データは、水のみのブランクの吸光度変化を減算し補正した。融解温度（Tm）の算出に関してはい
くつかの方法を試した。（1）測定した融解温度曲線をスムージング処理したものに微分法を適用;（2）測定
した融解温度曲線をスムージング処理したものに中点法を適用;（3）測定した融解温度曲線の一次微分をプ
ロットし、これをガウス関数でフィッティングした時のピークを Tmとする。いずれの手法でもおおよそ同
じ値を示し、±2C程度に収まっていた。 
 
CD スペクトル測定：円偏光二色性スペクトルは、円二色性分散計（J−820、日本分光株式会社、東京）を
用いて測定した。本装置には、水冷式のペルチェ式恒温角型セルホルダ（PTC−423L型）と冷却水循環装置
（EYELA クールエース、CCA−1112、東京理化器械株式会社）が付属してある。測定には、まず石英セル
を用いて水の吸収スペクトルを測定し、これをベースラインとして補正した。ベースラインは、特に測定
時間が長くなるほどずれていきやすいため、1−2サンプルを測定したらその都度水のスペクトルを測定し、
ベースライン補正をした。石英セルはサンプル量とその吸光度に応じて、2 mm  10 mm（光路長: 10 mm）
のブラックセル、または光路長 1 mmのマイクロサンプリングディスク（必要試料体積: 10 L; MSD−462、
日本分光株式会社）を使用した。マイクロサンプリングディスクでの測定は、ペルチェ式高温角型セルホ
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ルダを外し、室温で測定した。測定条件は以下の通りである。 
バンド幅: 1 nm、レスポンス: 1 s、感度: standard、データ取り込み間隔: 0.5 nm、掃引速度: 50 nmまたは 100 
nm、積算回数: 6−8回、測定温度: 25C 
 
ストップトフロー測定：ストップトフロー測定は、ストップトフローラピッドスキャン分光測定装置
（RSP−2000、株式会社ユニソク、大阪）を用いて測定した。本装置には、冷却水循環装置（F12 
refrigerated/heating circulator; Julabo、Seelbach、Germany）で温度調節可能な反応チャンバーが装備されてい
る。ここへ 75 Wキセノンランプからの光を単色光分光器（MD200 monochromator、株式会社ユニソク）で
分光したものを、結束光学ファイバーで反応セルへと導入している。光は反応セルを通った後光電子増倍
管へと届けられ、信号がパソコンへと送られる。試料測定にあたっては、まず目的の 2倍の濃度となる RNA
溶液／DNA 溶液と PNA 溶液を、それぞれ別々に反応チャンバーへと加えた。いずれの溶液もアニーリン
グ操作によって脱気されているとみなした。これをピストンで反応セルへと押し出し急速に混合した時の
吸光度変化をモニタリングした。吸光度変化測定のためには、まず緩衝液同士を混合・測定し、光電子増
倍管の感度や光学系を調節した。本装置の光源は蛍光測定用の非常に強いものであるため、吸光度測定の
場合には光学系（ファイバーの位置など）を調節し、光電子増倍管に適切な光量が届くようにした。次に
RNA溶液／DNA溶液と PNA溶液を急速混合し、260 nmの吸光度減少を測定した。セルの光路長は 10 mm
であった。キャビテーションによる気泡発生を防ぐため、測定時には廃液側のコックを閉め、測定が終了
するまで廃液が流出しないように流れを止めた。今回の測定は同じ濃度の RNA溶液／DNA溶液と PNA溶
液を混合したため（二次反応条件）、得られたデータは 1:1 結合に基づく非線形フィッティングを用いて備
え付けの解析ソフト: UniSpek（株式会社ユニソク）で解析し、二次反応速度定数（kon [M−1cm−1]）を求めた。 
 
ITC（isothermal titration calorimetry）測定：ITC測定は超高感度等温滴定型マイクロカロリメータ（iTC200; 
MicroCal Inc.、Northampton、MA）を用いて測定した。まず、70 Mの PNA溶液をシリンジに、5.0 Mの
RNA 溶液／DNA 溶液をセルにそれぞれ充填した。各溶液はあらかじめアニーリング操作を行うことで脱
気した状態にした。会社が示す説明書には試料の脱気操作は特段必要ないと書いてあるものの、経験上、
アニーリング操作を行った試料をすぐ用いるとベースラインが非常に安定していた。セル内にシリンジを
入れた状態で温度を 25Cに保持し、測定を開始した。セル容量が小さいため、温度保持は 10−15分程度で
十分であった。滴定は全部で 19 回行い、各滴定では 2 L の溶液を添加した。シリンジ先端に残っている
可能性のある気泡の影響を最小限にするため、最初の滴定は 0.4 Lに設定し、ここで観測されたデータは
解析には用いなかった。PNA溶液の希釈熱の影響を取り除くため、セルに緩衝液のみを充填し、シリンジ
に PNA溶液を充填した状態で滴定したデータも測定し、ここで得られたデータを実際の測定試料データか
ら数学的に減算した。測定の条件は以下の通りである。 
Total injections: 19、Cell temperature (C): 25、Reference Power (cal/sec): 10、Initial delay (sec): 60、Syringe 
concentration (mM): 0.070、Cell concentration (mM): 0.005、Stirring speed (rmp): 750、Feedback mode/gain: high、
Volume (L): 0.4（1回目）& 2（2回目以降）、Duration (s): 0.8（1回目）& 4（2回目以降）、Spacing (s): 240−300、
Filter period (s): 5 
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分子モデリング計算：分子モデリングは、マクロモデル version 10.4（Schrodinger、LLC、New York、NY）
を用いて行った。まずマクロモデル上でループ構造まで再現する必要はないと判断し、UUUU ループを除
いた 12塩基対から成る A型の RNA二重鎖（RRのステム部位）または B型の DNA二重鎖（DDのステム
部位）を構築した。次に、その中央の 5’− GGA −3’部位に Hoogsteen塩基対を形成するように、プロトン化
シトシン塩基とチミン塩基を配置した。すべての Hoogsteen 塩基対形成ができたら、RNA 二重鎖／DNA二
重鎖を固定化してエネルギー安定化計算を下記の条件で行った。 
Force field: Amber*、Solvent: water、Electrostatic treatment: constant dielectric、Dielectric constant: 1.0、Charges 
from: Force field、Method: PRCG、Maximum iterations: 5000、Converge on: Gradient、Convergence threshold: 0.05 
kcal/mol 
ここで二重鎖を固定化したのは、RNA二重鎖単体のエネルギー安定化計算を行うと B型構造に近づくた
めである。これはおそらく RNA二重鎖構造を分子モデリング上で再現するのは難しいためであると考えら
れる。（他の研究者の方の意見を聞いたり、自身で計算したりした経験上の意見である）これは Amber*以
外の力場を用いても同様であった。三重鎖形成の核形成は 2−3 塩基程度で起こるため、CD スペクトルで見
られるような劇的な構造変化を誘起することはないと考えた。そのため今回の計算条件では、核形成時に
RNA二重鎖の主溝と DNA二重鎖の主溝で、どの程度核形成に関わる PNA塩基同士の重なり合いに違いが
あるかを、ある程度比較・議論することはできると考えられる。実際二重鎖を固定化しないでエネルギー
安定化を行ったところ、固定化した時と比較して、核を形成する塩基の重なりの違いに違いはあまり見ら
れなかった。これは RNA二重鎖が全体として B型構造に近づいているためであると考えられた。ここで、
核形成は結合配列中のいかなる場所でも起こりうることを第四章で示したが、本章のモデリングの結果は
二重鎖のらせん構造の違いに起因する性質であるため、核形成の場所が変わっても（たとえば末端側でも）
同じようになると考えられる。 
 
電気泳動実験：非変性ポリアクリルアミド電気泳動は、PAGERUN（AE−6531、アト―株式会社）を用いて
行った。ゲル作成はまず 40(w/v)%-Acrylamide/Bis mixed solution (19:1)（Nuclease tested; 06140−45、電気泳動
用、ナカライテスク、京都）を 20%または 12%になるように 100 mM の MES緩衝液（pH 5.5）および Milli-
Q で希釈した。ここへ、0.44 M のぺルオキソ二硫酸アンモニウム（012−20503、分子生物学用、和光純薬工
業株式会社）水溶液を 50 L加え、TEMED（N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamin; 205−06313、電気泳動用、
和光純薬工業株式会社）を 7.5 L加えたらすぐによく撹拌した。（ぺルオキソ二硫酸アンモニウム水溶液は
遮光、4C保存で一週間はそのまま使用できた）これをゲル型に気泡が入らないように流し込み、上からロ
ーディングウェル作成のためのくしを差し込んだら、固定した状態で 1 時間室温で放置することでゲルを
作成した。100 mM の MES 緩衝液をラニング緩衝液に用い、10 mAで 5分間プレランを行った。次に泳動
試料として、通常の測定溶液条件で調製した RNA 溶液／DNA 溶液に、ローディング緩衝液（9156、タカ
ラバイオ株式会社、滋賀）を加えたものを用意し、合計 6 Lをウェルへと添加した。この時ローディング
緩衝液を加えた時に試料溶液中には、36%のグリセロール・30 mM の EDTA・0.05%の Bromophenol・0.035%
の xylene cyanolが含まれている。試料は 30 mAで 2時間泳動した。泳動後のゲルは、100 mM の MES緩衝
液で希釈した SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain（5760A、タカラバイオ株式会社）を用いて、20分間染色
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した。ゲルの核酸染色剤として、他にも SYBR Gold とエチジウムブロマイドを使用したが、前者は三重鎖
がほとんど染色されず、後者は蛍光強度が低いため装置の低い感度も相まって、いずれも三重鎖バンドの
観測が困難であった。二重鎖も三重鎖も均一に染色できるという性質を見れば、エチジウムブロマイドが
最も良かったが、感度は SYBR シリーズが優れており、三重鎖バンドが染色できた SYBR Green I を最終的
には使用した。おそらく SYBR 系の色素は二重鎖構造と比較して、三重鎖構造に対する親和性が弱いもの
と考えられる。染色後のゲルは、302 nmの紫外光で励起し、Image Reader LAS−1000 UV mini（富士フイル
ム株式会社、東京）で撮影した。 
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1. 用いた配列 
本章では第三章で用いた 9-mer PNA と 12-merのヘアピン RNA 二重鎖（RNA1）との相互作
用解析を詳細に行った。ミスマッチの影響を調べるために、プローブ中央のシトシン塩基の
対面がミスマッチとなる配列（RNA2、RNA3、RNA4）、ならびに末端部位がミスマッチと
なる配列（RNA5、RNA6）を用意した（図 4−1）。一連の実験は 100 mM NaClと 1.0 mM EDTA
を含む pH 5.5 の 10 mM 酢酸緩衝溶液中で行った。 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 4−1. 用いた RNA 配列。点は PNA の結合部位を示す。ミスマッチ塩基対を太字
で示した 
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2. 会合速度定数の測定 
まずストップトフロー測定を行い、一連の配列との三重鎖形成反応の会合速度定数を求め
た。従来の TFO による三重鎖形成反応の速度論は、UV ヒステリシス測定法（Rusling et al., 
2008; Xodo, 1995; Rougée et al., 1992）、フィルター結合アッセイ（Shindo et al., 1993）、エンド
ヌクレアーゼ阻害実験（Maher et al., 1990）、ストップトフロー測定法（Hari et al., 2014; Wang 
et al., 1995）、温度ジャンプ法（Rusling et al., 2008; James et al., 2003）、表面プラズモン共鳴
（SPR; surface plasmon resonance）（Torigoe et al., 2001; Cuenoud et al., 1998）、共鳴エネルギー
移動（Yang et al., 1994）などの手法を用いて調べられてきた。今回私は、PNAも RNA もラ
ベル化が不要で、かつ溶液中での会合速度を求めることができるストップトフローを用い
て測定することにした。具体的には、等量の PNA と RNA 溶液を急速混合し、三重鎖形成
に伴う 260 nm の吸光度変化を追跡した（第三章も参照のこと）。一般に三重鎖形成反応の
会合速度定数は、解離速度定数よりもはるかに大きいため、会合速度定数を定量的に評価す
ることが可能である。得られた吸光度変化を 1:1結合に基づくフィッティング式で解析する
ことで二次会合速度定数（kon）を求めた（表 4−1）。図 4−2 に典型的な吸光度変化曲線を示
した。図 4−2aに示すように PNA と RNA1 を急速混合すると、260 nmの吸光度が減少した。
これをフィッティング解析することで、会合速度定数は 2.8  105 M−1s−1と算出された。この
値は従来の DNAや RNAを基本骨格とする TFO の会合速度定数よりも、少なくとも 2桁大
きな値であることが分かった（Torigoe et al., 2001; Wang et al., 1995; Xodo, 1995; Rougée et al., 
1992など）。かつ、PNA−RNA二重鎖形成反応の会合定数とほぼ同程度の値であることも分
かった（Jensen et al., 1997）。従来の TFO の会合速度定数は二重鎖形成の会合速度定数より
も小さいことが知られている（Craig et al., 1971; Pörschke and Eigen, 1971）。これはリン酸基
同士の電荷反発が、負の電荷密度の大きい二重鎖との三重鎖形成でより顕著であるためと
考えられる。よって三重鎖形成 PNAの大きな会合速度定数は、主に電荷中性の PNA が RNA
二重鎖との電荷反発を受けないことに起因するものと考えられた。これにより、一般に会合
速度が遅い三重鎖形成反応も、PNA であれば二重鎖形成とほぼ変わらない会合速度となる
ことが初めて定量的に示された。 
ITC から算出された会合定数（Kcal）と、上記の会合速度定数から、koff  = Kcal/konの関係
式を用いて解離速度定数（koff）を見積もったところ、koff はおよそ 10−1 s−1オーダーと見積
もられた。これは三重鎖の解離過程の半減期約 1分に相当した。これらの結果から、PNAに
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よる三重鎖形成反応は、速度論的支配を受ける従来の TFO よりも極めて速い平衡反応であ
ることが示唆された。三重鎖形成 PNAの安定な結合能は、大きな会合速度定数の獲得に起
因することが分かり、これは小さな解離速度定数が主な結合安定化の原因となる従来の
TFO とは対照的な性質であった。また、同じ配列を有する DNA二重鎖との会合速度定数を
見積もると、kon = 6.3  104 M−1s−1と算出され、これもまた従来の TFO よりも大きな値であ
ることが分かった。この結果から、大きな会合速度定数は、三重鎖形成 PNA の結合特性で
あることが分かった。このように PNAの電荷中性の骨格が大きな会合速度定数獲得に重要
であることが示された。 
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3. 会合速度定数の温度依存性 
次に会合過程の反応メカニズムを調べるために、会合速度定数の温度依存性を測定した。具
体的にはストップトフローで 17C、21C、25C、29C における会合速度定数を算出した。
各温度における会合速度定数をまとめた図 4−3の lnkon vs. 1/T プロットからも明らかなよう
に、会合速度定数は温度が上がるに従い減少することが分かった。一見するとこれは温度を
上げると分子の運動性が上がり衝突の確率が高くなることで会合速度定数が大きくなると
いう考えに、直感的に反するものであった。lnkon値は温度の逆数と線形関係を示すことが分
かったため、この関係性をアレニウスの式に基づいて解析し、反応機構を考察した。 
アレニウスの考えに基づくと、会合速度定数と活性化エネルギー（Eon）には式 4−1 の関
係が成り立つ。 
log𝑘𝑜𝑛 =
−𝐸𝑜𝑛
𝑅𝑇
+ 𝑙𝑜𝑔𝐴                       （式 4−1） 
ここで A は頻度因子を表す。この式は、lnkon vs. 1/T プロットが線形性を示す時、その傾き
から Eonが、y切片から Aがそれぞれ求まることを示している。 
PNA−RNA1 会合反応は正の傾きを示し（図 4−3 黒丸）、その値から会合過程における活
性化エネルギーは、−4.9 kcal/molと見積もられた（表 4−1）。一般に、単純な素反応では反応
物がエネルギーの高い遷移状態を経て生成物へ変化するため、正の活性化エネルギーが算
出されることが予想される。このことから PNA−RNA1 会合反応は単純な素反応ではないこ
とが示唆された。しかしながら今回の測定温度範囲では、プロットに確かに線形性が認めら
れ、顕著な曲がりなどは観測されていないことから、アレニウスの式で仮定される二状態遷
移はおおよそ正しいものと考えられた。したがって見かけの負の活性化エネルギーは、二重
鎖形成反応のように nucleation−zipping モデルに基づく結合反応によって説明されると考え
た（Craig et al., 1971; Pörschke and Eigen, 1971; Wetmur and Davidson, 1968）。このモデルで三
重鎖形成反応を考えると、まず二重鎖と一本鎖の会合過程は数塩基対から形成される核
（nucleus）の形成から始まる（nucleation step）。三重鎖形成の会合過程は、ほぼこの核形成
段階に支配されていると考える。核は非常に不安定であるため、すぐに元の一本鎖と二重鎖
へと解離してしまう。核の崩壊は温度を上げると一層顕著になり、これは会合速度定数が小
さくなることを意味しており、実験結果とも対応している（図 4−3）。一方、核にもう一塩
基対形成されると系全体の自由エネルギーは負になり、速やかに（おそらくストップトフロ
ーで観測できるミリ秒の時間スケールよりも速く）残りの塩基対形成を伴いながら三重鎖
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が形成される（elongation step）。 
 
数学的には以下のように記述できると考えられる。まず生成物に至る過程に核（遷移状態）
を加えた以下の平衡反応を考える。 
A + B ↔ N → P                                （式 4−2） 
A、Bは反応物、Nは核（遷移状態）、P は生成物を表す。また、A + B ↔ N の会合速度定数
と解離速度定数をそれぞれ ka、ka’を表す。同様に、N → P の生成速度定数を kbと表す。す
ると、 
(N の生成反応速度) = 𝑘𝑎[𝐴][𝐵]                      （式 4−3） 
(N の消費反応速度) = 𝑘𝑎′[𝑁]                        （式 4−4） 
(P の生成反応速度) = 𝑘𝑏[𝑁]                          （式 4−5） 
と表すことができる。この時 Nの生成・消費平衡が P の生成よりもずっと速い場合、A、B
および N は平衡状態にあるものと考えることができる（前駆平衡）。この条件が維持された
ときにおいて、以下の関係が成り立つ。 
𝐾𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑢𝑠 =
[𝑁]
[𝐴][𝐵]
=
𝑘𝑎
𝑘𝑎′
                           （式 4−6） 
ここで Knucleus は核形成反応の平衡定数である。これを用いて生成物 P の生成速度を表す速
度式を考えると、 
𝑑[𝑃]
𝑑𝑡
= 𝑘𝑏[𝑁] = 𝑘𝑏𝐾[𝐴][𝐵] = 𝑘[𝐴][𝐵]                    （式 4−7） 
𝑘 =
𝑘𝑎∙𝑘𝑏
𝑘𝑎′
                                            （式 4−8） 
すなわち見かけ上、核という中間体を経る二次式で記述されることになる。この反応がアレ
ニウスの温度依存性を示す時、 
k =
(𝐴𝑎𝑒
−𝐸𝑜𝑛,𝑎
𝑅𝑇
⁄
)(𝐴𝑏𝑒
−𝐸𝑜𝑛,𝑏
𝑅𝑇
⁄
)
𝐴𝑎′𝑒
−𝐸𝑜𝑛,𝑎′
𝑅𝑇
⁄
=
𝐴𝑎∙𝐴𝑏
𝐴𝑎′
𝑒
−(𝐸𝑜𝑛,𝑎+𝐸𝑜𝑛,𝑏−𝐸𝑜𝑛,𝑎′)
𝑅𝑇
⁄
         （式 4−9） 
ここで、Aa、Aa’、Abはそれぞれ頻度因子を示す。また、同様に Eon,a、Eon,a’、Eon,bはそれぞれ
活性化エネルギーを示す。式 4−9から明らかなように、P の生成反応の実効的な活性化エネ
ルギーEonは以下の式で表される。 
𝐸𝑜𝑛 = 𝐸𝑜𝑛,𝑎 + 𝐸𝑜𝑛,𝑏 − 𝐸𝑜𝑛,𝑎′                      （式 4−10） 
このことから、核中間体を経る複合反応では、実効的な活性化エネルギーは複数のステッ
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プの値が合わさったものとして表され、数学的には負の値を持つことが可能となる。反応の
エネルギーダイアグラムは図 4−4のように描くことができる。今回の PNAによる三重鎖形
成反応は、（Eon,a + Eon,b）よりも Eon,a’の方が大きいので、結果として負の活性化エネルギー
が算出されたのであろう。 
今回実験的に見積もられた活性化エネルギーの値は、過去の DNA三重鎖形成反応で報告
されている値（−6.2 kcal/mol から −21 kcal/mol）に近いことが分かり（Xodo, 1995; Shindo et 
al., 1993; Rougée et al., 1992）、このことからも PNAによる三重鎖形成反応は、中間体となる
核形成が関与した、nucleation−zippingモデルで進行することが示唆された。 
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4. 会合速度定数の塩濃度依存性 
会合速度は温度だけではなく、測定溶液中の塩濃度（イオン強度）にも大きく影響を受ける
ことが分かった。50 mM から 200 mMまで NaCl濃度を変化させたときの会合速度定数を調
べたところ、 NaCl濃度を上げるに従い、会合速度定数は徐々に小さくなることが分かった
（表 4−2）。こうした塩濃度依存性は、従来の TFO による三重鎖形成反応で見られる塩濃度
依存性とは逆の挙動であることが分かった（Rusling et al., 2008; Xodo, 1995）。従来の TFO に
よる三重鎖形成反応では、塩濃度が高くなると三重鎖形成の会合速度定数が大きくなる。こ
れは、二重鎖の密度の高い負電荷と TFO の負電荷の静電反発を、ナトリウムイオンが効果
的に遮蔽するためであると考えられる。一方、PNA による三重鎖形成反応では逆の挙動が
見られたことは、PNA のプロトン化したシトシンや、N 末端へ導入したリシン残基が RNA
リン酸基と相互作用しており、それがナトリウムイオンと競合しているためだと考えられ
た。 
会合速度は大きく減少する一方で、三重鎖の Tmは塩濃度が大きくなってもそれほど減少
しなかった。例えば、NaCl 濃度を 100 mM から 200 mM へと上げた場合、会合速度定数は
8.7倍も減少したのに対し、Tmは 4C 減少するにとどまった（より詳細なデータは第三章に
も示している）。この結果は、塩濃度が三重鎖全体の熱的安定性よりも三重鎖形成の会合過
程により影響することを示していた。おそらく nucleation−zipping モデルにおいて、もとも
と不安定な核がナトリウムイオンとの競合に敏感であるためであり、同時に核形成反応に
PNAのプロトン化シトシンが関与していることを示唆していた。 
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5. ミスマッチ塩基対の会合速度への影響 
ミスマッチ塩基対が会合過程に及ぼす影響を調べた。ここでは標的配列にミスマッチ塩基
対を含む RNA 二重鎖配列 5 種類との会合速度定数を比較した。RNA2、RNA3、RNA4 は
PNA中央のシトシン塩基の対面がそれぞれ A−U、C−G、U−A ミスマッチになっている配列
である（第三章も参照のこと）。RNA5と RNA6 はそれぞれ PNAの N 末端のシトシン、C 末
端のチミン塩基の対面が U−Aミスマッチになっている配列である（図 4−1）。配列中央にミ
スマッチ塩基対を含む RNA2、RNA3、RNA4 では、会合速度定数はそれぞれ 5.6 倍、10倍、
5.6倍減少することが分かった（表 4−1）。これと対応して、RNA2から RNA4 との三重鎖の
Tmは 20Cから 33C 減少した（図 4−3）。ミスマッチ塩基対の種類に依らず会合速度定数は
大きく減少し、塩基対の種類や Tm減少との明らかな相関は見られなかった。中央ミスマッ
チ含有配列と同様に、末端ミスマッチ塩基対を含む配列: RNA5と RNA6 に対しても、会合
速度定数は共に 6.2 倍減少することが分かった（表 4−1）。この時 RNA5 と RNA6 に対して
Tmはそれぞれ 4C、9C 減少した（図 4−3）。ミスマッチ塩基対が末端に含まれる場合には、
Tm 減少の程度が、中央にミスマッチ塩基対が含まれる時よりも小さかったため、会合速度
定数の減少が熱的安定性の減少よりも顕著であった。これらの結果から、ミスマッチ塩基対
は会合過程の核形成に大きな影響を及ぼすことが分かり、どの場所の塩基も核形成反応に
は重要であることが明らかとなった。 
会合速度定数が中央でも末端でもミスマッチ塩基対によって減少した結果は、
PNA−dsRNA 三重鎖形成が方向性のない伸長反応で進行することを示唆していた。DNA 三
重鎖形成反応ではこれとは対照的な結果が報告されている。Sun らは、標的配列の 3’末端ミ
スマッチ塩基対は会合速度に大きな影響を及ぼさないのに対し、5’末端ミスマッチ塩基対は
会合速度定数を著しく減少させることを見出し、ここから TFO は 5’ → 3’末端の方向に伸長
するという機構を提案している（Alberti et al., 2002）。筆者らはその原因として、TFO が本
来有する右巻きらせん構造が重要であると考察している。つまり核の 3’末端側に塩基対が
形成されると、核の塩基対との重なりが最も大きくなるため、核形成が安定化し、その方向
への伸長がエネルギー的に有利になるというものである。この考えを基に今回の実験結果
を考えると、PNAによる三重鎖形成反応では、PNA がアキラルな分子であるために、一度
核が形成された後、5’方向へも 3’方向へも同様に伸長できるのではないかと考えた。実際、
PNAは DNAや RNAとパラレル配向ならびにアンチパラレル配向のどちらの配向でも二重
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鎖を形成できることが報告されている（Egholm et al., 1993）。つまり、PNA は従来の TFO と
同様 nucleation−zipping 反応で三重鎖を形成するが、その伸長反応に方向性がない点で特徴
的であると言える。 
また、活性化エネルギーに着目すると、会合速度定数で見られた結果とは異なる傾向が認
められた。すなわち、活性化エネルギーの大きさは、ミスマッチ塩基対が含まれるとより負
に大きくなり、その程度はミスマッチの部位に大きく依存していた。ミスマッチ含有配列に
おいて活性化エネルギーがより負に大きくなるのは、核形成が高温条件下でより不安定化
することを反映している。中央にミスマッチがあるとき、活性化エネルギーは 12 kcal/mol
から 14 kcal/mol減少し、末端にミスマッチがあるときの減少度（Eon = −2.5 ~ −3.6 kcal/mol）
よりも 10 kcal/mol近く大きかった（図 4−5 & 表 4−1）。中央にミスマッチがあるときの方が
より活性化エネルギーが負に大きくなった原因として、ミスマッチ塩基対が PNA 塩基と正
しい Hoogsteen 塩基対を形成できないことに加え、ミスマッチとなる PNA 塩基と上下塩基
の Hoogsteen塩基対との相互作用が失われる、もしくは隣接の塩基対が崩れて（歪んで）し
まうためと考察した。このように考えると、末端にミスマッチ塩基対が含まれる配列では、
ミスマッチが片側の PNAの塩基対形成にのみ影響を及ぼすため、核形成の不安定化の度合
いは相対的に小さく、よって活性化エネルギーの減少の度合いも小さかったと考えられた。
会合速度定数は配列の影響もあると考えられるが（Alberti et al., 2002）、上記の考察は塩基配
列が変わっても（程度は違えど）同様の結果を与えると考えられる。ミスマッチの影響をま
とめると、ミスマッチは末端よりも中央付近に導入された方が、会合過程に大きな影響を及
ぼすことが分かった。 
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Figure 4−2. PNAと RNAの急速混合後の 260 nmの吸光度変化。(a) RNA1、(b) RNA2、
(c) RNA3、(d) RNA4、(e) RNA5、(f) RNA6。実験値を黒の実線で、フィッティング曲線
を青の実線でそれぞれ示した 
測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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Table 4−1. PNAと RNA1−RNA6 との会合速度定数と活性化エネルギーa 
 kon ( 105 M−1s−1) Eon (kcal/mol) 
RNA1 2.8 ± 0.078 −4.9 ± 1.8 
RNA2 0.50 ± 0.28 −19 ± 6.3 
RNA3 0.28 ± 0.064 −17 ± 3.5 
RNA4 0.50 ± 0.18 −18 ± 6.3 
RNA5 0.46 ± 0.021 −7.4 ± 0.72 
RNA6 0.42 ± 0.042 −8.5 ± 0.97 
a三回測定の平均とその標準偏差を示した。 
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Figure 4−3. PNA と RNA1（黒塗り丸）、RNA2（黒塗り四角）、RNA3（白塗り丸）、RNA4
（白塗り四角）との会合速度定数の温度依存性（アレニウスプロット）。各温度におけ
る会合速度定数の対数値を温度の逆数に対してプロットした 
測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 17C, 21C, 25C or 29C. 
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Table 4−2. 会合速度定数の塩濃度依存性 a 
[NaCl] (mM) kon ( 105 M−1s−1) 
50 5.89 
100 2.78 
150 0.44 
200 0.32 
a測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium  
acetate buffer solution (pH 5.5) containing 50 mM, 100 mM, 
150 mM, or 200 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
 
Table 4−3. PNA との三重鎖の Tm 
 Tm (±1.5C) 
RNA1 102 
RNA2 82 
RNA3 76 
RNA4 69 
RNA5 98 
RNA6 93 
a測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium  
acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM 
NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
Figure 4−4. Nucleation−zipping modelに基づく反応のエネルギーダイアグラム。縦軸はエ
ネルギー、横軸が反応座標 
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Figure 4−5. PNA と末端ミスマッチ含有配列：RNA5（上向き三角）、RNA6（下向き三
角）との会合速度定数の温度依存性（アレニウスプロット） 
測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 17C, 21C, 25C or 29C. 
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6. 三重鎖形成反応に伴う熱力学的パラメータの測定 
続いて三重鎖形成反応の熱力学的パラメータを測定した。熱力学的パラメータ（G、H、
S、Cp）は結合反応のメカニズムや反応の駆動力、結合の特異性を評価する上で重要であ
る。今回は ITC 測定を行い、フィッティング解析から、会合過程における会合定数（Kcal）、
エンタルピー変化 （Hobs）ならびに結合比（n）を直接求めた。25Cにおける熱力学的パ
ラメータを表 4−4にまとめた。PNA−RNA1の三重鎖形成反応を含め、今回行ったすべての
反応において、結合サイトを 1箇所と仮定したフィッティング解析（one-set of site model、
Origin software）でうまく解析することができた（図 4−6）。そこから得られた結合比はおよ
そ 1.0に近い値を示したことから、今回の測定条件で三重鎖形成反応を解析できていること
が示唆された。PNA−RNA1 三重鎖形成反応の会合定数は 2.3  107 M−1と算出され、非常に
大きいことが分かった（第三章も参照のこと）。結合反応は大きな負のエンタルピー変化に
駆動されており、従来の TFO による三重鎖形成反応や既に報告されている PNA−dsRNA 三
重鎖形成反応の特徴とよく一致した（Li et al., 2010; Kamiya et al., 1998）。一般に特異的な結
合反応はエンタルピー駆動となる。負に大きなエンタルピー変化は、主に三重鎖形成に伴う
Hoogsteen 塩基対形成、−スタッキング相互作用、PNA シトシン塩基のプロトン化と緩衝
溶媒の脱プロトン化、ならびに PNA のコンフォメーション変化などの寄与があるものと考
えられる。観測されたエンタルピー変化は、同じシトシン含有量を持つ 9-mer PNA による
三重鎖反応で報告されている値よりも小さかった（H = −24.8 kcal/mol for H2N−Lys− ctctcctcc 
−CONH2 in 100 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 1.0 mM EDTA）（Gupta et 
al., 2011）。この違いは、測定溶媒条件と配列の違いに起因するものと考えられた。今回用い
た PNA はシトシン含有量が 66%であり、そのプロトン化に伴うエンタルピー変化の寄与を
除いてみると（H protonation of cytosine  −4.5 kcal/mol、H deprotonation of buffer  −0.18 kcal/mol）（Kamiya 
et al., 1998）、塩基三量体形成に伴うエンタルピー変化は平均して−3.6 kcal(mol of triplet)−1と
見積もられた。従来の TFO の三重鎖形成反応では、塩基三量体形成に伴うエンタルピー変
化は、15-mer TFO と 23-mer dsDNA に対して−4.6 kcal(mol of triplet)−1 と報告されており
（Kamiya et al., 1998）、今回得た PNA−dsRNA 三重鎖形成反応の値よりもやや負に大きい値
であった。また、van’t Hoffプロットから算出されたエンタルピー変化も比較として示すと、
15-mer TFO と 339-bp プラスミド DNA の三重鎖形成反応において、−2 kcal(mol of triplet)−1
と報告されている（Singleton and Dervan, 1994）。カロリメトリから算出されたエンタルピー
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変化と van’t Hoffから算出されたエンタルピー変化の差異は過去にも様々な系で認められて
おり、これは結合反応に伴う比熱容量変化を考慮することの重要性を示している（Naghibi 
et al., 1995）。すなわち、van’t Hoffプロットの解析では、結合反応の比熱容量は 0であると
仮定して行われる。 
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Table 4−4. PNAと RNA1−RNA6 との三重鎖形成反応の熱力学的パラメータ 
 Kcal ( 107 M−1) Gobs
a (kcal/mol) Gobs
b
 (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) Hobs
c
 (kcal/mol) −Sobs
d
 (kcal/mol) n 
RNA1 2.3 ± 0.82 −9.94 ± 0.24  −35.5 ± 1.4  25.6 ± 1.65 1.1 
RNA2 0.89 ± 0.14 −9.46 ± 0.10 +0.48 −24.8 ± 1.38 +10.7 15.4 ± 1.48 1.4 
RNA3 0.77 ± 0.093 −9.39 ± 0.030 +0.55 −25.2 ± 2.92 +10.3 15.8 ± 2.89 1.2 
RNA4 0.69 ± 0.097 −9.33 ± 0.070 +0.61 −28.8 ± 1.95 +6.7 19.5 ± 1.90 1.1 
RNA5 2.5 ± 0.58 −10.1 ± 0.14 −0.16 −31.5 ± 0.64 +4.0 21.4 ± 0.78 1.1 
RNA6 2.6 ± 0.90 −10.1 ± 0.22 −0.16 −29.0 ± 1.47 +6.5 18.9 ± 1.47 0.95 
aGobs is calculated from Gobs = RTlnK, where R is the gas constant [cal/mol·K]. bGobs = Gobs − Gobs(RNA1). cHobs = Hobs − Hobs(RNA1). dSobs is calculated from Sobs = Hobs 
 Gobs. Errors are the standard deviation obtained from three independent experiments. 
 
Table 4−5. PNA−RNA1三重鎖形成反応の熱力学的パラメータの温度依存性 
Temperature (C) Kcal ( 107 M−1) Gobs
a (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) −Sobs
a
 (kcal/mol) 
10 1.37  0.36 −9.25  0.15 −21.8  0.56 12.6  1.0 
15 2.54  0.63 −9.75  0.18 −26.6  0.89 16.92  1.2 
20 3.07  0.61 −9.26  0.12 −30.8  0.37 20.68  0.35 
25 2.3 ± 0.82 −9.94 ± 0.24 −35.5 ± 1.4 25.6 ± 1.65 
30 5.68  1.5 −10.7  0.15 −42.0  1.3 31.3  1.3 
37 4.6  0.99 −10.8  0.09 −48.8  0.58 37.9  0.08 
aGobs and Sobs were calculated by the equations provided in Table 4−4.
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7. 熱力学的パラメータの温度依存性 
次に結合エンタルピー変化の温度依存性を調べることで結合に伴う比熱容量変化（Cp）を
求めた。核酸のフォールディングに伴ってCp が変化するように（Mikulecky and FeigHeat, 
2006; Laing and Draper, 1994）、PNA−dsRNA三重鎖形成反応でもCpの変化が予想される。
Cp は結合の駆動力、あるいは結合のメカニズムを考察する上で重要である。具体的には
10C、15C、20C、30C、37Cにおける三重鎖形成反応を ITCで測定し、各温度における
熱力学的パラメータを算出した。得られた値は表 4−5にまとめた。温度を上げるに従い、エ
ンタルピー変化は徐々に負に大きくなった（H/T  −0.9 kcal/mol∙K）。一方でエントロピ
ー変化（S）も負に大きくなり、互いの変化を強く打ち消し合っていることが分かった。こ
れにより、各測定温度におけるG はほぼ同程度の値を示した（図 4−7）。このことは、
PNA−dsRNA三重鎖形成反応においてエンタルピ ・ーエントロピー補償則が働いていること
を示唆していた。また、Hobs vs. T プロットが負の傾きを有したことから、三重鎖形成反応
は負のCpを示すこと分かった。またおおよその線形性が認められたことから、式 4−11 に
基づく線形フィッティングより見かけの比熱容量変化を見積もったところ、−1008 
(cal/mo/)K−1と求まった。 
∆𝐶𝑝 =
𝜕(∆𝐻)
𝜕𝑇
                           （式 4−11） 
過去の研究から、負のCpは TFO−dsDNA 三重鎖形成反応（Kamiya et al., 1996）やタンパ
ク質−DNA相互作用（Spolar and Record, 1994）などの配列特異的な結合反応に見られる特徴
であると言える。また、今回見積もられたCpの実験値は、TFO−dsDNA反応で報告されて
いる値（−914 (cal/mo/)K−1）と非常に近かった（Kamiya et al., 1996）。一般に負の比熱容量変
化は、結合反応における疎水性相互作用、すなわち疎水的に結合した水分子が結合に伴い放
出されることによる寄与が主であると解釈される（Mikulecky and FeigHeat, 2006）。これに基
づけば、結合部位の特性や結合駆動力などを議論できる。一方、一本鎖核酸が関与する結合
反応においては、上記の疎水性相互作用の寄与は主ではなくなり、一本鎖状態のコンフォメ
ーション遷移と結合反応とがカップリングすることが原因となることが報告されている
（Mikulecky and FeigHeat, 2006; Holbrook et al., 1999; Kamiya et al., 1996; Ferrari and Lohman, 
1994）。この場合非特異的な結合反応であっても、Cp は大きな負の値を示すことが報告さ
れている（Ferrari and Lohman, 1994）。 
そこで PNA 単体のコンフォメーションを調べるために、CD スペクトルの温度変化を測
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定した（図 4−8）。−5C から 85C までの CD スペクトルを測定したところ、温度を下げる
につれて 270 nm の負のピークと 250 nm の正のピークが大きくなった。これは低温である
ほど、PNA 塩基同士が効果的に分子内スタッキング相互作用していることを示唆していた。
また ITC測定温度領域（15−37C）では、温度によって CD 強度は大きく異なっていること
が分かった。このことより PNA 単体は、ITC 測定温度領域において温度依存的なコンフォ
メーションをとっていることが示唆された。PNA が結合するためには、単体でとっている
と思われる初期構造（凝集構造やスタッキング構造）を一度解消する必要があるものと予想
され、そのエンタルピー変化は正となる（H > 0、図 4−8）。一方、三重鎖形成に伴うエンタ
ルピー変化は負となる（H < 0、表 4−4 & 4−5)。二重鎖形成の熱力学を詳細に調べた既報に
よると、純粋に結合に伴う溶媒和面積の変化に伴うCpは、~ 100 (cal/mo/)K−1程度と非常に
小さい正の値であることが報告されている。TFO−dsDNA三重鎖形成反応の疎水性効果を調
べた報告でも、疎水性効果に起因するCp は~ 100 (cal/mo/)K−1程度の負の値であり、Cpの
実験値−914 (cal/mo/)K−1 を疎水性効果のみではおよそ説明できないことが報告されている
（Kamiya et al., 1996）。これらの結果からも、PNA−dsRNA 三重鎖形成反応の会合過程は、
PNAの初期構造の遷移と三重鎖形成反応がカップリングした複雑な反応系であり、そのCp
の大部分は PNA 単体の初期構造変化の寄与が大きいことが示唆された。一般に PNA は、
電荷中性で疎水性の高い骨格のために球形（globular）構造をとっていると考えられている。
PNA 単体の CD 強度が非常に小さいことからも、PNA 単体では塩基間でスタッキング相互
作用しているものの、その程度は小さいと考えられる。今回の結果は、三重鎖形成反応を詳
細に解析するために、塩基同士のスタッキング状態も含めた、PNA の初期構造を考慮する
重要性を示唆していた。PNA は DNAや RNA と比較して、非常にフレキシブルであり初期
構造がより不明瞭であると考えられる。例えば PNA 側鎖に置換基を導入することでらせん
構造へと誘起することが可能であることが知られており、PNAの初期らせん構造が PNA に
よる二重鎖形成反応に及ぼす影響はよく調べられている（Sacui et al., 2015; Dragulescu-
Andrasi et al., 2006; Püschl et al., 1998; Haaima et al., 1996; Dueholm et al., 1994）。三重鎖形成反
応においても、PNA の初期構造はエンタルピー変化に大きな影響を与えることが予想でき、
実際に私の研究室では位に置換基を導入した PNA を用いた三重鎖形成反応を調べ、確か
に PNA 初期構造がH に大きな影響を及ぼすことを見出している（清水和也、平成 28年）。 
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(a)                   (b)                  (c) 
        
 
(d)                   (e) 
     
 
 
Figure 4−6. PNA−RNA1 三重鎖形成反応の各温度における ITC プロフィール。実線は 1:1
結合モデルに基づくフィッティング曲線。(a) 10C、(b) 15C、(c) 20C、(d) 30C、(e) 37C 
測定条件: [PNA] = 70 M, [RNA1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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Figure 4−7. PNA−RNA1 三重鎖形成反応の熱力学的パラメータの温度依存性 
Figure 4−8. −5C（赤）から 85C（青）まで変化させた時の PNA 単体の CDスペクトル
の温度依存性 
測定条件: [PNA] = 70 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM 
NaCl and 1.0 mM EDTA at −5C to 85C. 
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8. ミスマッチ塩基対の熱力学的パラメータへの影響 
ミスマッチ含有配列との三重鎖形成反応の熱力学的パラメータを詳細に調べた（図 4−9 & 
表 4−4）。中央にミスマッチを有する RNA2、RNA3、RNA4に対して、Kcalは 2.6倍から 3.3
倍小さくなった。これは自由エネルギー変化に換算すると 0.48kcal/molから 0.61 kcal/molの
減少であった。ミスマッチ塩基対の中で比較すると、C+·U−A塩基三量体がもっとも不安定
であった。Kcalは Tmとある程度相関があり、RNA1 (G−C) > RNA2 (A−U) > RNA3 (C−G) > 
RNA4 (U−A)の同じ安定性の順序を示した（括弧の中は中央ミスマッチ部位の塩基対）。ミス
マッチが中央に存在するとき、Kcalよりも Tmの減少度合いの方が大きく、20Cから 33C減
少した。一方、自由エネルギー変化に比べて、エンタルピー変化がよりミスマッチ塩基対の
導入に敏感で、配列依存的であることが分かった。中央ミスマッチ導入に伴い、Hobsは 6.7 
kcal/molから 10.7 kcal/mol 減少した。ミスマッチに対して自由エネルギー変化よりもエンタ
ルピー変化がより顕著である傾向は、TFO−dsDNA三重鎖形成反応においても報告されてい
る（Kamiya et al., 1996）。筆者らは、nucleation−zipping モデルに基づき、ITCで求められた
Kcal は主に核形成反応の速い平衡を反映し、一方でH は主に伸長反応の寄与を反映してい
るためと議論している。ミスマッチ塩基対が 1つ導入されても、核形成反応の速い平衡に大
きな影響を及ぼさないが、伸長反応においてはミスマッチ塩基対が PNA塩基との Hoogsteen
塩基対形成を阻害するだけではなく上下塩基対にも影響を及ぼすために、1つのミスマッチ
塩基対でもH は大きく減少したと考えられた。これはミスマッチが中央にある時、活性化
エネルギーがより減少したことと類似の結果であった。この点に関して、最も小さな Kcalを
示した C+·U−A 塩基三量体が、他のミスマッチ塩基三量体：C+·A−U、C+·C−G よりも負に大
きなHobsを示したのは、部分的に相補的な 1 点 Hoogsteen 型水素結合を形成できるためと
推測した（図 4−10）。このために他のミスマッチ塩基対形成時よりも大きなエンタルピーを
獲得できたものと推測された。 
中央ミスマッチ塩基対の場合とは対照的に、末端ミスマッチ含有配列：RNA5と RNA 6 に
対する Kcalは中央ミスマッチほど減少しなかった。実験誤差の範囲内で、PNA−RNA1 の Kcal
とほぼ同程度の値を示した。ただし Tmは PNA−RNA5と PNA−RNA6 でそれぞれ 93C、98C
となり若干減少した。これらの違いは Kcal が主に会合過程を反映するのに対し、Tm は融解
過程の安定性を示す指標であり、両者が見ている過程が異なることに起因するものと考え
られた（第 6 章も参照のこと）。H に着目すると、ミスマッチ塩基対導入により減少した
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ものの、4.0 kcal/molから 6.5 kcal/molの減少と中央ミスマッチと比較して減少度合いは小さ
かった。3’末端ミスマッチ導入でHがより減少したのは、PNA プロトン化シトシンが結合
できなくなったためで、5’末端ミスマッチ導入により PNA チミンが結合できなくなるより
もH に大きな影響を与えたためと考えられた。 
Kcalに与えるミスマッチ塩基対の影響は（表 4−4）、konへの影響（表 4−1）と比較するとそ
れほど顕著ではないように見える。どちらも主に会合過程の特に核形成を反映するパラメ
ータとして上記で議論を進めたので、例えば末端ミスマッチ塩基対導入により Kcalはほとん
ど減少しないが konは大きく減少した結果は一見相反するように見える。これは、ITC では
熱力学的な平衡反応を調べているのに対し、ストップトフローでは会合過程の速度論を調
べているという手法の違いによるものだと考えられる。Kcalは主に核形成段階を反映してい
るとはいえ、当然伸長反応も含めた始状態→終状態の熱力学的な平衡を表現するパラメー
タである。これに対し konは速い会合過程をピンポイントで調べており、手法の性質上、伸
長過程は見えていないかもしれない。そうした点で、一見相いれないような結果に見えるの
ではないかと考えている。 
以上まとめると、PNA−dsRNA三重鎖形成反応においては、末端ミスマッチよりも中央付
近のミスマッチの方が結合反応の配列特異性に重要であることが示唆された。これは DNA
や RNA による二重鎖形成反応の一般的な性質とよく類似する結果であった。 
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Figure 4−9. PNA と RNA1−RNA6 との ITC プロフィール。(a) RNA1、(b) RNA2、(c) RNA3、
(d) RNA4、(e) RNA5、(f) RNA6 
測定条件: [PNA] = 70 M, [RNA1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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Figure 4−10. 予想される部分的に相補的な C+·U−A 塩基三量体 
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9. 結論 
第三章の相互作用解析データも含めて、PNA の三重鎖形成反応を熱力学的・速度論的観点
から包括的に調べ、定量的に結合反応を調べた報告は、研究を始めた 2014年時点ではほと
んどなかった。熱力学的データは、ITC を用いた解析を用いて Roznersらのグループによっ
て報告されており、未修飾の PNA から、塩基改変体やペプチド鎖を修飾した PNA まで、
様々な PNA 分子の三重鎖形成反応を調べている（Muse et al., 2013; Zengeya et al., 2012; Li et 
al., 2010）。しかし残念ながら、ITC で得られたデータは会合定数（Kcal）の大小に議論が集
中しており、エンタルピー変化（H）およびエントロピー変化（S）についての議論はほ
とんどなされていない。速度論に至っては、三重鎖形成反応の速度論に着目した研究は、
RNA二重鎖との三重鎖形成反応はおろか、DNA二重鎖との結合反応においてもほとんど知
られていなかった。2016年になって、杉本らのグループと Roznersらのグループによって、
三重鎖形成に伴う吸光度変化を追跡することで会合速度定数を調べ、会合速度定数と塩基
改変体が会合速度定数へ与える効果を報告しているのみである（Endoh et al., 2016; Hnedzko 
et al., in press）。したがって、三重鎖形成反応を速度論・熱力学の観点から包括的に調べるこ
とは、未だ基礎的データに乏しいこの分野に定量的なデータを提供することになり、同時に
結合反応を正しく理解するために必要不可欠である。特に、PNA の三重鎖形成反応の駆動
力・配列選択性・機構を詳しく調べるためには、これまでに求められてこなかった新しいパ
ラメータ（今回の場合は活性化エネルギーEonや比熱容量変化Cp）を算出したり、配列の影
響を調べたりする必要がある。本章では、中央部位と末端部位にミスマッチ塩基対を導入し
た配列を用意し、三重鎖形成反応に伴う熱力学的パラメータや速度論的パラメータを調べ
た。 
速度論的解析から、PNA の三重鎖形成反応は、二重鎖形成や三重鎖形成で広く適用され
ている nucleation−zipping モデルで進行することが示唆された。その伸長は双方向に起こる
ことが示唆され、これは 5’から 3’への方向性を示す従来の TFO とは異なる、PNA特有の性
質であった。PNA 自身のコンフォメーション変化は温度依存的であり、三重鎖形成反応が
大きな負の熱容量変化を示すことから、三重鎖形成反応は上記の nucleation−zipping モデル
に基づく結合（会合＋伸長）反応と、PNA のコンフォメーション遷移とがカップリングし
た複雑な平衡反応であることが示唆された。結合配列中にミスマッチ塩基対が含まれると、
導入箇所に依らず三重鎖形成反応の会合速度定数を減少させたことから、核形成反応に強
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く影響することが示唆された。一方ミスマッチ導入により、末端ミスマッチよりも中央ミス
マッチに対してエンタルピー変化が大きく減少することが分かり、ミスマッチ塩基対は伸
長反応にも大きく影響することが示唆された。本章の一連の速度論的・熱力学的データは、
PNA による三重鎖形成反応機構を明らかにし、ミスマッチ塩基対の影響を詳細に議論した
初めての報告である。 
 核酸のハイブリダイゼーションは、塩基対形成による多点水素結合形成に基づいた高い
結合親和性と配列選択性を有することが特徴である。これらには塩基配列が非常に重要で
あり、特に二重鎖形成反応については配列の影響が網羅的に解析されている。こうした網羅
的解析から得られたパラメータは、より配列選択性の高い分子設計をしていく上で欠かせ
ない。例えば特定の配列に対する特異的な塩基配列を設計するためには、何塩基必要か、GC
含有量はどの程度が好ましいか、望ましくない塩基配列（繰り返し配列や G リッチな配列
など）が含まれていないか、などを考慮していく必要がある。本章のデータは、ミスマッチ
を中央と末端に導入した 5 種類のミスマッチ含有配列を調べ、ミスマッチ塩基対の種類や
場所の効果の傾向を示したデータとしてとらえるべきである。つまり、効果的なプローブ設
計を行うためのデータはより包括的で網羅的であることが望ましく、ミスマッチの位置や
種類、上下塩基対の種類などを調べ尽くすことが究極的には必要である。一方で、RNA は
依頼合成した場合非常に高価で、専用の合成機器とある程度の経験・ノウハウがなければ自
身で合成・精製することも困難である。そうした制約の中で、本章は配列選択性やミスマッ
チ塩基の影響の全体像を理解するための最低限の RNAを用意して、調べた結果だと考えて
いる。網羅的ではないが、本章で得られた結果は三重鎖形成の結合機構や配列選択的の原因
を明らかにした定量的なデータである。本章のようにミスマッチ塩基対の種類や位置を調
べている研究結果はこれまでに報告されていない。今後より網羅的な配列研究をしていく
ことは、ある特定の配列を狙う三重鎖形成 PNAを、熱力学・速度論のデータを基に設計し
ていく上で重要と言える。 
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11. 実験項 
RNA：使用した RNA はすべて株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 > 90%）に依頼合成したもの
を使用した。RNA1 は第三章の RRと同じ配列であり、その情報は第三章の実験項に示した。 
RNA1: 5’− GGA GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA2: 5’− GGA GAG AAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA3: 5’− GGA GAG CAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA4: 5’− GGA GAG UAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA5: 5’− GGA GAG GAG GUA UUU UUA CCU CCU CUC C −3’ 
RNA6: 5’− GGU GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CAC C −3’ 
 
RNAの定量・保存、アニーリングは第三章の実験項で示した通りに行った。 
 
PNAは第三章のものと同じで、詳細は第五章の実験項に示した。 
 
融解温度測定、ストップトフロー測定、ITC 測定は第三章で示した装置・手順で測定した。 
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RNA1−4 の PAGE 精製 
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1. RNA配列とプローブ設計 
tFIT プローブの結合スキームを図 5−1 に示した。擬塩基として導入した TO はプローブと
RNA 二重鎖が三重鎖を形成すると、三重鎖の中へ強制的にインターカレーションさせられ
るものと予想される。このとき、TO部位はリジッドな三重鎖構造に置かれることで自由に
回転できなくなり、蛍光応答を示すものと期待した。もちろん TO の優れた light-up応答を
期待して TOを用いているがその他の分光特性も重要と考えた。すなわち、三重鎖形成反応
の特性から、プローブはプリン塩基リッチな配列を標的とすることになるが、一般的な有機
色素とは異なり、TO はグアニン塩基による光有機電子移動による蛍光消光を受けにくい
（Köhler et al., 2005; Netzel et al., 1995）。 
本章では、第四章と同じ RNA1から RNA4を標的配列に設定した（図 5−2a）。そのステム
部位の 9塩基（5’ − AGA GNA GGG −3’/5’ − UCU CN’U CCC −3’; N = G, A, C, U; N’ = C, U, G, 
A）と相補的となる tFIT プローブ（H2N–Lys− tctc(TO)tccc –CONH2）を設計した（図 5−2b）。
プローブが三重鎖を形成すると、TO 擬塩基の対面には RNA1 から RNA4について、それぞ
れ G−C、A−U、C−G、U−A 塩基対が位置する。プローブ N 末端には水溶性向上、プローブ
の凝集防止、さらに分子内環化反応による塩基脱離防止を目的に、アミノ酸のリシンを導入
した（これは TOを含まない PNAでも同様である）。また、RNA1 と相補的で TO を導入し
ていないPNAをコントロールとして利用した（図5−1c; 第四章で用いたPNA配列と同じ）。
配列選択性を調べるため一塩基対ミスマッチを含む配列 MM1、MM2、MM3、ならびに 3塩
基対ミスマッチ含有配列MM4も用意した（図 5−2a）。 
 
 
 
Figure 5−1. プローブの結合スキーム。標的 RNA二重鎖と三重鎖を形成することで、
TO擬塩基が蛍光応答を示す（緑→黄） 
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(a) 
 
(b) 
 
(c) 
 
 
 
 
  
Figure 5−2. (a) 用いた RNA 配列。RNA1−RNA4：標的 RNA、MM1−MM3：一塩基ミス
マッチ塩基対含有配列、MM4：3 塩基対ミスマッチ含有配列。プローブ結合部位を点で、
ミスマッチ塩基対は太字で示した。(b) プローブ構造。(c) コントロール PNA の構造  
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2. プローブ合成・精製・同定 
プローブは divergent固相合成（divergent solid-phase synthesis）で合成した（Jarikote et al., 2005）。
この手法は TO 擬塩基導入部位に予め、塩基が欠損した骨格ユニット: Fmoc-aeg(alloc)-OH を
導入し、主鎖全長を伸長後、その Alloc基を外して現れる 2級アミノ基と末端カルボン酸誘
導体化した TO: TO-C1-COOH（Bethge et al., 2008; Jarikote et al., 2005）をカップリングする合
成手法である。単純に色素部位も含めて一度で主鎖全長を伸長する手法を、linear固相合成
と呼んで区別する。Divergent 固相合成法では TO ユニットを鎖の中央部位へ最後に導入す
るため、カップリング効率が低下する欠点があるものの、色素部位の改変が容易であること
（例えば他の色素を導入したりリンカー部位を変化させたりする場合）、色素を途中で導入
しないため Kaiser テストによる伸長反応確認作業ができること、が特長である（第六章も
参照のこと）。   
Fmoc-aeg(alloc)-OH はスキーム 5−1、TO-C1-COOHはスキーム 5−2に従ってそれぞれ合成
した。骨格部位も色素部位も共に既報であるため、合成の詳細は本文中では述べず、実験項
で詳細に記述するものとする。 
各ステップの合成は基本的に次の条件で行った。 
a) Fmoc基脱保護：20%ピペリジン DMF溶液（1−2 mL）で洗浄 → 15 分処理 → DMF洗
浄（1 mL  3）→ 15分処理 → DMF洗浄（1 mL  3） 
b) カップリング：PNAモノマー(4 equiv.) / HATU(3.9 equiv.) / DIEA(8 equiv.) / NMP(700 L)
で 40分撹拌 → NMP 洗浄（1 mL  3）→ DCM 洗浄（1 mL  3）→ DMF洗浄（1 mL  
3） 
c) キャッピング：無水酢酸: 2,6-ルチジン:DMF（5:6:89 = v:v:v、1 mL）で 5分 2 
Fmoc基の切り出し、伸長反応の完了の確認は Kaiserテストで目視確認した。 
Kaiser テスト: (a) シアン化カリウムのピリジン溶液、(b) ニンヒドリンのブタノール溶液、
(c) フェノールとブタノールの混合溶液をレジン 30−40粒に対して各 8 Lず
つ添加し、110Cで 3−5分加熱。 
→ (1) レジンが青くかつ溶液も青ければ遊離アミノ基が存在と判断；(2) レ 
ジンが一部青いが溶液は黄色であればわずかに遊離アミノ基が存在と判断； 
(3) レジンが無色でかつ溶液も黄色であれば遊離アミノ基はほぼ存在しない 
と判断。 
第五章 
 
p. 151 
 
色素のカップリングは、Fmoc-aeg(alloc)-OHの Alloc 基を脱保護したのち、露出した 2級
アミノ基と末端カルボン酸化した TOユニットとを縮合させることで行った。 
Alloc 基脱保護：N(Me)2·BH3 (8 equiv.) / Pd (0) cat.(1 equiv.) / DCM (1 mL)で 40 分  2 
TOカップリング：TO-C1-COOH(10 equiv.) / PyBOP (15 equiv.) / PPTS (10 equiv.) / NMM (25  
equiv.) / DMF (750 L)で約 2日間 → DMF洗浄（1 mL  3）、DCM洗浄（1  
mL  3）、DMSO洗浄（1 mL  3）、MeOH洗浄（1 mL  3）を溶液に色が 
つかなくなるまで → TO-C1-COOH (10 equiv.) / PyBOP (15 equiv.) / PPTS  
(10 equiv.) / NMM (25 equiv.) / DMF (750 L)で一晩 → DMF洗浄（1 mL   
3）、DCM 洗浄（1 mL  3）、DMSO 洗浄（1 mL  3）、MeOH 洗浄（1 mL   
3）を溶液に色がつかなくなるまで行う。 
Alloc 基の脱保護はクロラニルテストで確認した。 
クロラニルテスト：(a) クロラニルの DMF溶液および (b) アセトアル 
デヒドの DMF溶液をレジン 20−30粒に対して各 20 L添加し、室温で 
15分静置 
→ (1) レジンが青色で溶液は黄色であれば遊離 2級アミンが存在と判断;  
(2) レジンが淡い茶－無色で溶液は黄色であれば Alloc基がやや残存し 
ていると判断。 
TO-C1-COOHのカップリングは既報に基づき、TOの溶解性向上・活性エステル生成のた
め PPTS（パラトルエンスルホン酸ピリジニウム）を等量加えた（Jarikote et al., 2005; Ficht et 
al., 2004）。また、既報と同様の条件で行うと、目的物の生成は確認されるものの、副生成物
が主に生成してしまうことが分かった。これは活性化剤の PyBOP を過剰量加え、かつカッ
プリング時間を長めにすることである程度改善されることが分かった（Asanuma et al., 2008）。
しかしながら、条件を種々検討したが、既報のように目的物を主生成物として得ることはな
かった。カップリングが終わった後も、色素がレジンへ物理吸着しているためか、繰り返し
洗浄が必要であった。 
すべてのカップリングが終了した後、N末端の Fmoc基を脱保護し、MeOHでレジンを収
縮させた後、よく乾燥させた。乾燥したレジンをガラス製のナスフラスコへ移し、切断溶液
（TFA:TIS:H2O = 9.5:0.25:0.25 (v:v:v)、2 mL）を加え室温中 3時間撹拌した。切断溶液をろ
過し、真空下で濃縮した後、冷やしたエーテルを 50 mL 程度加え粗生成物を沈殿させた。
4Cで一晩程度静置し粗生成物をよく析出させた後、遠心で回収した。粗生成物は室温のエ
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ーテルで洗浄し、遠心回収した。得られた粗生成物は逆相 HPLC で単離精製し、目的物は
MALDI-TOF-MS により同定した。 
プローブ単体の吸収スペクトルを測定したところ、520 nm 付近に極大波長を有する TO
由来の吸収帯が、270 nmには PNAピリミジン塩基に由来する吸収帯がそれぞれ観測された
（図 5−3）。 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 5−1. Fmoc-aeg(alloc)-OH の合成スキーム 
試薬と反応条件：(a) ジクロロメタン、室温、一晩；(b) Fmoc-OSu、ジイソプロピルエチ
ルアミン、ジクロロメタン、室温、一晩；(c) クロロギ酸アリル、ジイソプロピルエチル
アミン、ジクロロメタン、室温、2時間；(d) トリフルオロ酢酸、ジクロロメタン、室温、
0.5時間 
Scheme 5−2. TO-C1-COOH の合成スキーム 
試薬と反応条件：(e) ヨウ化メチル、45C、4 時間；(f) 酢酸エチル、室温、3 日間；(g) 
ジクロロメタン、トリエチルアミン、室温、20時間 
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Figure 5−3. プローブの UV−visスペクトル 
測定条件: [tFIT probe] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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3. 三重鎖形成反応の評価 
3−1. 融解温度測定 
まず融解温度測定を行い、プローブが標的RNAと安定な三重鎖を形成することを確認した。
測定は 100 mMの NaClと 1.0 mMの EDTA を含む 10 mM酢酸緩衝液中（pH 5.5）で行った。
3.0 Mのプローブと RNA1 の混合溶液を 10C から 110C まで上昇させたときの 275 nmの
吸光度を追跡すると、80C 付近に弱くブロードな遷移 1（図 5−4 a、赤、融解温度 Tm1 = 80C、
表 5−1）とより高温側に急激な遷移 2（図 5−4 a、赤、Tm2 = 97C）が観測された。RNA1の
みを測定したところ、遷移 2のみが観測されたことから（図 5−4 a、黒、Tm2 = 97C）、この
遷移は RNA 二重鎖の融解に起因すると考えられた。一方、80Cの Tm1は、pH 6.3では 47C
に低下し（図 5−4 a、緑）、pH 7.0 では室温付近にブロードな遷移が見られるのみであった
（図 5−4 a、青）。一方で遷移 2は pH に依らずほぼ一定の値を示した。こうした pH 依存性
から遷移 1は、三重鎖の解消［プローブ−RNA1 → プローブ＋RNA1］に起因することが示
唆された。pH 5.5から pH 6.3でも安定な三重鎖を形成していることから、TOを修飾してい
ない PNAと同様（第三章を参照のこと）、プローブ−dsRNA三重鎖構造においても、PNA シ
トシン塩基の N3 位の見かけの pKa は大幅に上昇していることが示唆された（Leitner et al., 
2000; D’Souza and Kool, 1994）。また、同様の実験において 300 nmの吸光度変化を追跡する
と、275 nm で見られた遷移 1 に対応する淡色効果が観測された（図 5−4b）。これは三重鎖
形成時にプロトン化したシトシンが、三重鎖解消に伴い脱プロトン化することに起因する
と考えられた（Sun et al., 2004）。pH 6.3でも同様の淡色効果が観測されたが、pH 7.0や RNA1
だけでは 300 nm の吸光度変化は見られなかった。これらの結果から、プローブは pH 酸性
条件下において RNA1 と熱的に安定な三重鎖を形成することが示唆された。この時 TO 由
来の 500 nmの吸光度変化を追跡すると、275 nmならびに 300 nmで観測された遷移 1によ
く対応した吸光度変化を示した（図 5−4c）。このことから、プローブの TO 部位は PNA 塩
基と協同的に結合していることが示唆された。 
次に、プローブとミスマッチ含有配列（MM1−MM4）との三重鎖形成反応を調べた。各配
列とプローブとの融解温度曲線を図 5−5 に、融解温度を表 5−1 にまとめた。プローブと 3
つのミスマッチを含む配列：MM4との融解曲線では、三重鎖融解に伴う明瞭な遷移が観測
されなかったことから、安定な三重鎖を形成していないことが分かった（図 5−5f）。このこ
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とからプローブは配列選択的な三重鎖を形成していることが分かった。これは Hoogsteen塩
基対形成を介した三重鎖形成反応モデル（図 5−1）を支持する結果であった。驚くべきこと
に、プローブはミスマッチ塩基対を 1 つ含む配列：MM1−MM3 とは、三重鎖を形成するも
のの、その Tmは 26Cから 44C も減少した（図 5−5 a−e）。特に隣接ミスマッチ塩基対を有
する配列MM1 との融解温度が最も減少した（図 5−5 a−c、Tm = −26 ~ −36C）。これらの結
果から、プローブによる三重鎖形成反応は、一塩基対レベルの高い配列選択性を有している
ことが明らかとなった。なお、一塩基ミスマッチ塩基対の識別能は、10塩基長の PNA に対
して、一本鎖 RNA との二重鎖形成反応では Tmが 11Cから 18C減少、一本鎖 DNAとの二
重鎖形成反応では Tmが 10Cから 19C減少することが報告されている（Dragulescu-Andrasi 
et al., 2006）。この結果と比較すると、PNA の三重鎖形成反応は二重鎖形成反応と比較して
本質的にミスマッチ識別能が優れており、これが tFIT プローブにおいても発揮されている
ものと考えられる。 
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(a)                          (b) 
  
(c) 
 
 
 
 
Table 5−1. プローブと各 RNA二重鎖との三重鎖の Tm (1C)a 
RNA RNA1 MM1(AU) MM1(CG) MM1(UA) MM2 MM3 MM4 
Tm 80 44 [−36]
b 54 [−26]b 44 [−36]b 35 [−44]b 43 [−37]b NDc 
a 二回測定の平均値。実際の融解温度曲線は図 5−5に示した。b 括弧の中の値は、RNA1との三重鎖の Tmと
の差。c 検出されなかった。 
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Figure 5−4. プローブ−RNA1 三重鎖の融解温度曲線。測定波長：(a) 275 nm；(b) 300 
nm；(c) 500 nm。赤：pH 5.5、緑：pH 6.0、青：pH 7.0、黒：RNA非存在下で pH 5.5 
測定条件: [tFIT probe] = [RNA1] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
or 10 mM sodium phosphate buffer solutions (pH 6.0 or pH 7.0) containing 100 mM NaCl and 
1.0 mM EDTA. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. 
Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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Figure 5−5. プローブとミスマッチ塩基対含有配列との融解温度曲線。(a) MM1(AU)、(b) 
MM1(CG)、(c) MM1(UA)、(d) MM2、(e) MM3、(f) MM4 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 
2016, 138, 9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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3−2. CDスペクトル測定 
プローブの三重鎖形成反応を、CD スペクトルを測定することでより詳細に調べた。RNA1
単体の CDスペクトルは、260 nmに正のピーク、210 nmに大きな負のピークを持った A 型
構造に特徴的な CDスペクトルを示した（図 5−6a、黒）（Berova et al., 2000）。ここへプロー
ブを添加すると、260 nmのピークは 273 nmへレッドシフトし、同時に 210 nmのピークが
より負に大きくなった（図 5−6a、赤）。核酸塩基に由来する 260 nm のレッドシフトは、プ
ローブのプロトン化したシトシンの寄与を反映していると考えられた。また 209 nmの負の
ピーク強度がより大きくなったのは、プローブが三重鎖を形成したことで右巻きらせん構
造をとったことによる、骨格のアミド結合の n → *遷移が大きく寄与しているものと考え
られた（Dragulescu-Andrasi et al., 2006; Nielsen and Schellman, 1967）。プローブ−RNA三重鎖
の CD スペクトルは、全体としては A 型構造の特徴を示しているが、元の RNA1 の CD ス
ペクトルとも異なっていることから、多少異なるらせん構造を形成していることが示唆さ
れた。観測された CD スペクトル変化は、PNA−dsRNA三重鎖形成で既に報告された変化と
類似していた（Li et al., 2010）。観測された CD スペクトル変化は、プローブ：RNAが 1:1の
時ほぼ飽和することが分かった（図 5−6b）。このことは、CD スペクトル変化が 1:1 結合反
応に伴う変化であることを意味しており、プローブと RNA1 の三重鎖形成反応を支持する
ものであった。 
  
第五章 
 
p. 159 
 
(a)                            (b) 
      
 
  
-5
0
5
200 220 240 260 280 300 320
E
lip
ti
c
it
y
 (
m
d
e
g
)
Wavelength (nm)
0
1
2
3
4
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
E
lip
ti
c
it
y
 a
t 
2
7
3
 n
m
 (
m
d
e
g
)
[Probe] / [RNA1]
Figure 5−6. (a) プローブ−RNA1 三重鎖（赤）および RNA1 単体（黒）の CD スペクト
ル。(b) 様々な濃度比：[Probe]/[RNA1] における CD 強度の変化 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [RNA1] = 1.0 M, (b) [tFIT probe] = 1.0 M, [RNA1] = 0.0−2.0 
M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. 
Copyright © 2016 American Chemical Society. 
第五章 
 
p. 160 
 
4. 蛍光応答 
続いて、プローブ TO 部位の蛍光応答を調べた。プローブ単体（50 nM）では TO 部位はほ
ぼ蛍光を示さなかった（図 5−7a、黒）。これは TOが励起状態で、キノリン環とベンゾチア
ゾール環がメチンリンカーを介してねじれた構造をとることで、励起エネルギーが無輻射
失活したためと考えられた（Silva et al., 2007; Karunakaran et al., 2006）。ここへ等量の RNA1
を添加すると、pH 5.5 において 120倍もの蛍光強度増大を伴う明瞭な light-up 応答を示した
（図 5−7a、赤）。一方、この応答は pH 7.0 ではほとんど観測されなかった（図 5−7a、青）。
この蛍光応答は RNA1濃度に依存的であったことと（図 5−7b）、蛍光応答の pH依存性から、
TO部位の蛍光応答はプローブの三重鎖形成に伴うものであることが示唆された。プローブ
の TO 部位は RNA1 と三重鎖を形成すると、核酸塩基対間へ強制的にインターカレーショ
ンさせられ、隣接塩基とスタッキング相互作用することで回転運動が抑制された結果、TO
部位の蛍光応答が観測されたと考えられた。これは吸収スペクトル変化からも示唆された。
すなわちプローブ TO部位の吸収スペクトルは、RNA1 存在下では大きくレッドシフトする
ことが分かった（図 5−8a）。これは TO部位がより疎水的な環境（三重鎖構造内）に移行し
たこと、また核酸塩基と−スタッキング相互作用していることを反映していると考えられ
た。さらに同時に TO部位は誘起 CD（ICD）スペクトルを示した（図 5−8b）。TO はアキラ
ルな分子であることから、それ単体では ICD スペクトルを示さない（図 5−8b、黒）。一方
RNA1を添加するとプローブの TO 部位に、負の小さな ICD が観測された （図 5−8 B、赤）。
このことはキラルなプローブ−RNA1 三重鎖構造の内部に TO が位置していることを示唆し
ており、ICD 強度が小さいことからインターカレーションのような結合様式をとっている
と示唆された（Berova et al., 2000）。 
これらの情報を基に TO部位の結合様式を、分子モデリングを用いて検討した。図 5−9に
プローブ−RNA1 三重鎖構造の TO 部位のモデリング結果を示す。形成した三重鎖の内部に
TOが位置し、上下の塩基対とスタッキング相互作用している構造が安定な構造として得ら
れた。この相互作用が TO 部位の自由回転を阻害し、その結果三重鎖結合に伴い TO 部位の
蛍光応答が観測したものと考えられた。ここで TOは Hoogsteen塩基対とおおよそ同じ大き
さであることから、図 5−9のように TO 部位が三重鎖構造の内部に位置するためには、対面
の G−C 塩基対は一部フリップアウト、あるいは局所的なバルジ構造を形成しなければなら
ないと予想される。FIT プローブ（第一章も参照のこと）が DNAあるいは RNA と二重鎖を
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形成する際にも同様の現象が起こるものと考察されている（Jarikote et al., 2007）。 
蛍光応答の濃度依存性からプローブの解離定数 Kdを算出した。図 5−7b で示した蛍光応
答の濃度依存性に対し、1:1結合モデルに基づくフィッティング解析を行なったところ、23 
 0.5 nM（n = 3）と算出された。この結果から融解温度測定結果と同様、プローブは極めて
強い結合能を有していることが明らかとなった。 
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Figure 5−7. (a) 50 nMプローブの蛍光スペクトル。赤：プローブ−RNA1、pH 5.5；青、
プローブ−RNA1、pH 7.0；黒、プローブ単体、pH 5.5。(b) 蛍光滴定。実線は 1:1 結合
モデルに基づくフィッティング曲線 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [RNA1] = 50 nM, (b) [tFIT probe] = 50 nM, [RNA1] = 0−200 nM 
in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA 
at 25C. Ex: 514 nm. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. 
Copyright © 2016 American Chemical Society. 
Figure 5−8. (a) プローブ TO 部位の吸収スペクトル。(b) プローブの ICD スペクトル。
赤：プローブ−RNA1；黒、プローブ単体 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [RNA1] = 1.0 M, (b) [tFIT probe] = [RNA1] = 50 M in 10 mM 
sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. Copyright © 2016 
American Chemical Society. 
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(a)                           (b) 
        
 
  
Figure 5−9. プローブ−RNA1 三重鎖構造の分子モデリングから得られた、予想される
TO部位の結合様式。(a) プローブの C末端側からの視点。(b) 横からの視点。緑：TO；
オレンジ、PNA；灰色、RNA；水色、TO部位の対面 G−C 塩基対。（MacroModel、version 
10.4、Schrödinger、LLC、NY）。今回のモデリング計算は対面の G−C塩基対はフリップ
アウトしている結合様式で行った。Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 
138, 9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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5. 会合速度の測定 
プローブの蛍光応答は、プローブと RNA を混合するとすぐに観測された。プローブの蛍光
強度の継時変化を追跡したところ、自然混合で約 180 秒後には強度が最大になることが分
かった。これはプローブの会合反応が非常に速いことを示唆していた。そこでストップトフ
ローを用いて会合速度定数を算出した。具体的にはプローブ溶液とRNA溶液を急速混合し、
結合反応に伴う 260nmの淡色効果を追跡した。その吸光度変化を、1:1結合に基づくフィッ
ティング解析から二次会合速度定数：konを求めたところ、3.8  105 M−1s−1と見積もられた
（図 5−10a）。従来の DNA 骨格を持つ TFO の会合速度定数は第四章で示したように、エン
ドヌクレアーゼ阻害アッセイ（Maher et al., 1990）、UV ヒステリシス測定（Rougée et al., 1992）、
フィルター結合アッセイ（Shindo et al., 1993）、UV測定（Xodo, 1995）、FRET 測定（Yang et 
al., 1994）、SPR 測定（Torigoe et al., 2001; Cuenoud et al., 1998）等の手法を用いて解析されて
きた。手法や溶液条件は様々であるが、表 5−2 にまとめたようにそれを考慮しても報告さ
れている値よりも、tFIT プローブの会合速度定数は少なくとも 2桁大きいことが分かった。
TO部位を持っていないコントロール PNA で同様の実験を行ったところ、2.0  105 M−1s−1と
算出された（図 5−10b、第四章も参照のこと）。このことからプローブの大きな会合速度定
数は、やはり主に PNA骨格に由来することが示唆された。 
たとえば、TFO に light-up型のインターカレータを連結した分子の会合速度定数が報告さ
れている。TFO−TO コンジュゲートでは混合後約 8 時間（Ikeda et al., 2013）、TFO−ルテニ
ウム錯体コンジュゲートでは混合後約 16 時間以上 （Grimm et al., 2002）経過しないと蛍光
応答が最大になっていない。これらの会合挙動は非常に遅いので、通常の吸光光度計で結合
反応を追跡できる。また、TFO−ヘキストコンジュゲートと DNA 二重鎖との会合過程をス
トップトフローで解析した例では、まずヘキスト部位が DNA二重鎖へ結合し（~10 秒）、そ
の後ゆっくり TFO 部位が結合する挙動が報告されている（~3600秒）（Robles and McLaughlin, 
1997）。これはリン酸基同士の電荷反発を受ける TFO の三重鎖形成反応は、速度論的に支配
された反応であり、一方でヘキスト部位の結合は速いため、TFO 部位とヘキスト（レポー
タ）部位が協同的に機能していないことを反映した結果であると考えられる。このように
TFO へ蛍光分子を連結しただけでは、蛍光分子からの応答は必ずしも三重鎖結合反応を反
映せず、三重鎖形成反応をリアルタイムに追跡することは困難である。一方、本研究で開発
した tFIT プローブでは、TO 部位の蛍光応答を追跡することで会合速度定数を見積もると、
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3.2  105 M−1s−1と算出された（図 5−10c）。この値は 260 nmで追跡した時に得られた値とほ
ぼ同程度であった。また、TO 由来の吸収をモニタリングした場合の三重鎖の融解温度挙動
は、275 nm および 300 nm でモニタリングした時と同様であった（図 5−4）。これらのこと
から、tFIT プローブはシグナリング部位である TO 部位が三重鎖形成 PNA の一部になって
いることで、TO部位の蛍光応答は三重鎖形成を確実に反映し、かつその速い会合挙動でも
って標的 RNA をリアルタイムで検出できることが示された。これは TO を擬塩基として導
入した分子設計の重要な結合特性の一つと言える。 
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(a)                             (b) 
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Table 5−2. 各プローブと従来の TFO の二次会合速度定数比較 
 kon ( 105 M−1s−1) at 260 nm kon ( 105 M−1s−1) at 500 nm 
プローブ 3.8a 3.2a 
コントロール PNA 2.0a ----- 
従来の TFOb  0.01b ----- 
a  三回測定平均値。b 第四章と第五章の本文中の文献を参照のこと。 
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Figure 5−10. 三重鎖形成反応のストップトフロー解析。(a) プローブ−RNA1。 (b) コン
トロール PNA−RNA1。260 nm の吸光度変化を追跡。(c) プローブ−RNA1。500 nm の
蛍光変化を追跡。赤、青、緑は実測値。黒の実線は 1:1 結合反応を仮定したフィッティ
ング曲線 
測定条件: (A) [tFIT probe] = [RNA1] = 1.0 M, (B) [control PNA] = [RNA1] = 1.0 M, (C) 
[tFIT probe] = [RNA1] = 250 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 
2016, 138, 9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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6. TO 擬塩基の機能評価 
プローブ TO部位の対面塩基が異なる配列：RNA2、RNA3、RNA4 との相互作用を解析した。
図 5−11a に示すように、プローブは RNA2、RNA3、RNA4 に対しても、RNA1 同様に明瞭
な light-up応答を示した。このことから TO部位は対面塩基対に依らず結合し、light-up応答
を示すことが示された。一方その蛍光強度は対面塩基対に大きく依存していた。これは、主
に TO の蛍光量子収率に違いがあるためだと考えられた（第六章も参照のこと）。各 RNA に
対する解離定数を蛍光滴定実験より算出したところ、RNA2 から RNA4に対して 13−20 nM
のほぼ同程度の値をとることが分かった（表 5−3）。これらの結果から、プローブ TO 部位
は蛍光性のユニバーサル塩基（Loakes et al., 1997）、すなわちいかなる塩基対とも結合でき
る塩基類縁体として機能していることが示唆される。RNA 二重鎖を狙った三重鎖形成核酸
内で機能するユニバーサル塩基の例は、これが初めてである。 
一般に三重鎖形成反応は標的配列がホモプリン配列に限定されてしまう。たとえば標的
配列中に 1 つでもピリミジン－プリン反転が存在すると三重鎖の安定性は著しく減少する
ことが知られている。実際にコントロール PNAの融解温度は、フルマッチとなる RNA1と
は 102C であるが、中央の PNA シトシン塩基とミスマッチとなる塩基対を持つ RNA2、
RNA3、RNA4 との Tmはそれぞれ 76C、80C、68C と求まり、フルマッチの RNA1と比較
して 22C以上減少した（図 5−12 & 表 5−4、第四章も参照のこと）。これに対し、RNA2か
ら RNA4とプローブの三重鎖の Tmは 90C と同じで、かつコントロール PNA よりも高い Tm
を示した（図 5−12 & 表 5−4）。なお RNA1 との Tmがコントロール PNA とのものよりも大
幅に減少しているのは、本来のピリミジン塩基と比較して TO が立体的に嵩高いこと（図
5−9 参照）、ならびに本来 PNA 塩基と RNA 塩基間で形成されるはずであった Hoogsteen 型
の水素結合が失われたためと考察した。この結果は TO 擬塩基を入れることでピリミジン−
プリン塩基対が含まれる配列も標的にできることを示唆しており、標的配列を拡大するア
プローチとして TO 擬塩基を活用できることを示していた。 
二重鎖内で機能するユニバーサル塩基は数多く報告されているが（Liang et al., 2013; 
Loakes, 2001）、三重鎖内で機能するユニバーサル塩基の報告例は少ない。DNA 二重鎖を狙
った TFO で機能するユニバーサル塩基としては、 4-(3-n-butylureidophenyl)imidazole
（Wanchowius et al., 2008）、(+)-(R)-3-(4-nitro-1H-imidazol-1-yl)propane-1,2-diol（Walczak et al., 
2004）、purine、carboxy thymine、acridine、5-nitroindole、3-nitropyrrole（Orson et al., 1999; Amosova 
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et al., 1997）、azole類縁体（Durland et al., 1995）などが報告されている。FIT プローブでは
TO だけではなく、その類縁体もユニバーサル塩基として機能することが報告されている 
（Hövekmann and Seitz, 2016; Bethge et al., 2008）。TO擬塩基、さらにはその類縁体は RNA 二
重鎖を狙った三重鎖形成核酸プローブの設計に極めて有効であると言える。 
  
第五章 
 
p. 169 
 
(a)                           (b) 
      
 
 
 
Table 5−3. プローブと RNA1−RNA4の解離定数(nM)a 
RNA RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 
Kd 23  0.5 13  1.0 20  1.5 16  0.1 
a 三回測定の平均値とその標準偏差 
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Figure 5−11. (a) RNA1−RNA4存在下におけるプローブの蛍光スペクトル。赤：RNA1；
青、RNA2；緑、RNA3；黒、RNA4。(b) 蛍光滴定。点線は 1:1 結合モデルに基づくフ
ィッティング曲線 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [dsRNA] = 50 nM, (b) [tFIT probe] = 50 nM, [dsRNA] = 0−200 
nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 
9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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(a)                           (b) 
         
 
 
 
Table 5−4. プローブおよびコントロール PNA と RNA1−RNA4の融解温度 (C)a 
 RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 
プローブ 80 90 90 90 
コントロール PNA 102 76 80 68 
a 二回測定の平均値。 
  
0.75
0.80
0.85
0.90
0.95
1.00
1.05
20 40 60 80 100
N
o
rm
a
liz
e
d
 A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 a
t 
3
0
0
 n
m
Temperature (°C)
0.65
0.70
0.75
0.80
0.85
0.90
0.95
1.00
1.05
20 40 60 80 100
RNA1
RNA2
RNA3
RNA4
N
o
rm
a
liz
e
d
 A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 a
t 
3
0
0
 m
n
Temperature (°C)
Figure 5−12. RNA1−RNA4との融解温度曲線。(a) プローブ。(b) コントロール PNA。
赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒、RNA4 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. Adapted with permission from J. Am. 
Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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7. 蛍光応答のミスマッチ識別能 
さらにプローブ蛍光応答によるミスマッチ識別能を調べた。図 5−13aに示すように、プロー
ブはミスマッチ塩基対を 3 つ含む配列（MM4）に対しては全く応答しなかった。これは融
解温度測定で示したように、プローブ−MM4 三重鎖が形成されなかったためと考えられた
（表 5−1）。さらにミスマッチ塩基を 1つ含む配列 （MM1−MM3）に対しても蛍光応答は大
きく減少した。測定条件においてはすべての三重鎖は室温で形成されていると考えられる
ことから、蛍光応答の減少は、PNA 塩基と RNA 塩基間のミスマッチ塩基対が存在すること
で、局所的に TO擬塩基が回転しやすい状態になったためであると推測した。実際、蛍光強
度の大きさはMM3 > MM2 > MM1となっており、ミスマッチ塩基が TO部位に隣接してい
る場合最も蛍光強度が小さかった。これは隣にミスマッチが存在することで、最も TO擬塩
基が回転しやすい環境が発生したためと考察した。融解温度測定の結果（表 5−1）と併せて
考えると、プローブは一塩基対レベルの高い配列選択性を有していることが明らかとなっ
た。 
さらに測定温度を、ミスマッチ配列との三重鎖の融解温度よりも高い 60Cにしたところ、
ミスマッチ塩基対含有配列（MM1−MM3）に対する蛍光応答が著しく減少した（図 5−13b）。
このことから TO部位は三重鎖構造の熱的な揺らぎが大きくなると、回転しやすくなり蛍光
強度が減少したものと考えられる。同時にミスマッチ配列との三重鎖はフルマッチ配列
（RNA1）との三重鎖よりも 60C においてより不安定であり、一部解離しているため蛍光
強度が減少したと考えられた。フルマッチ配列（RNA1）に対する蛍光応答も温度を上げた
ことで約半分に減少したことは、前者の影響を大きく反映したものと考えられる。しかし、
RNA1 との三重鎖の蛍光強度の減少は、ミスマッチ含有配列との三重鎖の場合よりも小さい
ため、全体として配列選択性が大幅に向上した。さらに、プローブ単体の蛍光強度も温度が
高くなるとより小さくなったため、RNA1 結合時の light-up応答度（結合時の蛍光強度／非
結合時の蛍光強度）は 470にも達した。これは蛍光団を一つ有する RNA 結合性蛍光プロー
ブとしては世界最高であった。 
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Figure 5−13. ミスマッチ塩基対含有配列に対する蛍光応答。(a) 25C、(b) 60C 
測定条件: (A) [tFIT probe] = [dsRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C or 60C. Ex: 514 nm. エラーバーは
三回測定の標準偏差を示す。Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 
9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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8. RNA二重鎖 vs. DNA 二重鎖選択性の評価 
最後にプローブと RNA1 と同じ配列を有する DNA 二重鎖との相互作用を解析した。DNA
二重鎖配列は第三章の DD と同じである。プローブは RNA 二重鎖に対し DNA 二重鎖より
も 5倍程度大きな蛍光応答を示した（図 5−14a）。これはおそらく DNA 二重鎖結合時に TO
の蛍光量子収率が小さいこと、また結合が弱いためと考えられた。tFIT プローブが、三重鎖
形成 PNA 骨格が有する RNA 二重鎖に対する結合選択性（第三章を参照のこと）を維持し
ていることを確認するため、DNA 二重鎖に対する結合親和性を蛍光滴定実験より算出した
ところ（図 5−14b）、解離定数は 870 nMと求まり、RNA1 よりも 37倍も大きくなっていた。
融解温度測定から Tmを求めると、33C と求まり RNA1 との Tmよりも 47C も低くなるこ
とも分かった（表 5−1 & 5−4 も参照のこと）。この RNA 二重鎖結合選択性の原因は第三章
で詳細に議論した通りである。このように本プローブは RNA 二重鎖に対して明瞭な選択性
を示すことが明らかとなった。 
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Figure 5−14. (a) プローブの RNA二重鎖またはDNA二重鎖存在下での蛍光スペクトル。
赤：RNA二重鎖；黒、DNA 二重鎖。(b) 蛍光滴定。各 DNA二重鎖濃度におけるプロー
ブの蛍光強度と 1:1結合に基づくフィッティング曲線 
測定条件: (A) [tFIT probe] = [dsDNA] = 1.0 M, (B) [tFIT probe] = 200 nM, [dsRNA] = 0−800 
nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 
9337−9400. Copyright © 2016 American Chemical Society. 
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9. 結論 
蛍光性の RNA 結合プローブは細胞内の RNA を検出・イメージングへと用いることのでき
る強力な分子ツールである。従来は RNAの標的配列を読み取る核酸ベースの分子とタンパ
ク質ベースの分子が、内在性の RNA を標的とした RNA 結合プローブとして開発されてき
た。これらの分子は標的 RNAの一部分の配列情報を読み取ることで、選択的な結合を成し
得ている。一方、標的配列が二重鎖構造を組む場合、結合することができなかった。これは、
例えば蛍光シグナルから標的 RNAの発現量についての情報も得たい場合、結合配列によっ
てプローブの結合効率が変われば、蛍光シグナル強度にもばらつきが出るため、観測された
プローブのシグナルが RNA の発現量に対応しているのか、あるいは結合効率にばらつきが
あるのかを判断するのは困難である。内在性の RNA はそれ自身非常に複雑に折りたたまっ
た構造をとっており、実際問題として完全に一本鎖状態の配列だけを狙うことは難しい場
合が多く、上記の問題と常に戦わなければならない。こうした点において、RNA 二重鎖構
造を直接検出するという tFIT プローブの分子設計コンセプトは画期的と言える。つまり天
然の RNA 構造をそのままとらえることで、ありのままの状態の RNA を検出しうる可能性
を有し、かつ標的配列に対する従来のアクセシビリティの問題を解決しうる。また第三章と
第四章で示したように、三重鎖形成 PNA の強力な結合能と素早い会合速度を兼ね備えたプ
ローブとしても機能する。 
実際、9塩基長の tFIT プローブは標的 RNA二重鎖と融解温度が 80C、解離定数が 23 nM
の安定な三重鎖を形成することが分かった。これは RNA 結合分子の中でも強い結合に相当
する。さらに速い会合速度のために標的配列をリアルタイムに検出できることも分かった。
驚くべきことに、プローブ－dsRNA 三重鎖形成反応の会合速度定数は PNA−RNA 二重鎖形
成反応とほぼ同程度であった。これは速度論的支配を受ける従来の TFO による三重鎖形成
反応とは対照的な結果であり、tFIT プローブの結合反応速度は従来の核酸ベースの RNA結
合プローブのものとほぼ同程度として考えられることが分かった。さらに、TO 部位は単に
蛍光性の擬塩基として機能するだけでなく、ユニバーサル塩基としての機能を示すことも
分かった。これによりピリミジン－プリン塩基対が含まれる配列に対しても、TO擬塩基を
用いることで安定な三重鎖を形成できることが分かった。さらに、プローブの配列選択性は
非常に優れており、プローブの結合親和性も蛍光強度も、わずか一塩基のミスマッチ塩基対
に敏感に応答して著しく減少するため、配列中の一塩基対の違いをも識別しうることが分
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かった。高い配列選択性に加え、同じ配列の DNA 二重鎖よりも RNA 二重鎖に強く結合す
る結合能も保持されていた（第三章も参照のこと）。こうした結合特性は三重鎖形成 PNA骨
格を活用したからこそのものであり、従来の TFO では獲得できないものである。tFIT プロ
ーブの結合特性を、従来の RNA 結合プローブと比較したものを下の表にまとめた。 
従来の核酸ベースのプローブでは、特異的な標的設定のためには約 18塩基長程度の長さ
が必要であった。一方、tFIT プローブはプローブ長が短くても形成した三重鎖が非常に安定
であることと、標的配列が二重鎖構造を組んでいるという条件によって、比較的短くても特
異的な配列を選択し狙いうる。こうした点は、tFIT プローブが標的 RNA 分子のある特定の
小さな二重鎖構造をもピンポイントで狙いうる可能性を示唆している。 
 
Table. tFIT プローブと従来の RNA結合プローブとの比較 
tFITプローブ  従来のプローブ 
二重鎖 標的 一本鎖 
> 6塩基* 標的の長さ > 18塩基 
~ nM 解離定数 ~ nM 
*本章では 9塩基長の tFITプローブであったが、第七章で 6塩基長の 
tFITプローブも強く RNA二重鎖へ結合できることを示した。 
 
 tFIT プローブは、シアニン色素を擬塩基の蛍光団として導入した FIT プローブを応用し
た点において、FIT プローブの分子設計を三重鎖形成に拡張したものであるが、三重鎖形成
反応を蛍光プローブの分子設計に拡張した点も重要である。従来の TFO をベースとしたプ
ローブは DNA 二重鎖を標的として、いくつか報告されている（Ikeda et al., 2013; Grimm et 
al., 2002; Robles and McLaughlin, 1997）。しかしいずれも TFO 部位の結合が律速になるため、
必ずしも蛍光団からの応答がプローブの結合反応を反映しているわけではなかった。もち
ろん三重鎖形成反応は、例えば FISH（fluorescence in situ hybridization）法に用いられ、DNA
二重鎖の可視化に利用できることが示されるなど、核酸検出分野で利用されてきた例もあ
る（Hausmann et al., 2003; Johnson, III and Fresco, 1999）。これはハイブリダイゼーション反応
を長時間待つことのできる系であるからこそ達成されるものである。一方、例えば細胞内の
二重鎖検出などよりリアルタイムの検出が必要となる系では、三重鎖形成反応は不利であ
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り適用が困難であった。しかし tFIT プローブの三重鎖形成が、二重鎖形成とほとんど変わ
らない速度で進行するという本章の結果は、三重鎖形成反応を核酸二重鎖のリアルタイム
検出に応用できることを示した初めての結果である。したがって PNA を用いることで RNA
検出・イメージングという新しい応用分野へと三重鎖形成反応を拡張できたと言える。これ
は第三章と第四章で示した、TO 未修飾の三重鎖形成 PNA においても言えることで、タン
パク質との相互作用部位を狙ったRNAの阻害剤（アンチセンス分子）などの応用分野にも、
三重鎖形成反応を展開できる可能性があることを示唆するものである。 
  
第五章 
 
p. 177 
 
10.  参考文献 
Amosova, O., George, J., and Fresco, J. R. (1997) Effect of the 1-(2’-deoxy--D-ribofuranosyl)-
3-nitropyrrole residue on the stability of DNA duplexes and triplexes. Nucleic Acids Res., 25, 
1930−1934. 
Asanuma, H., Hara, Y., Noguchi, A., Sano, K., and Kashida, H. (2008) Postsynthetic modiﬁcation 
of DNA via threoninol on a solid support by means of allylic protection. Tetrahedron Lett., 49, 
5144−5146. 
Berova, N., Nakanishi, K., and Woody, R. W. (2000) Circular Dichroism; Principles and 
Applications, 2nd Edition. Wiley−VHC, Weinheim, pp 703−718 & 741−768. 
Bethge, L., Jarikote, D. V., and Seitz, O. (2008) New cyanine dyes as base surrogates in PNA: 
Forced intercalation probes (FIT-probes) for homogeneous SNP detection. Bioorg. Med. Chem., 16, 
114−125. 
Cuenoud, B., Casset, F., Hüsken, D., Natt, F., Wolf, R. M., Altmann, K.-H., Martin, P., and Moser, 
H. E., (1998) Dual recognition of double-stranded DNA by 2'-aminoethoxy-modified oligonucleotides. 
Angew. Chem. Int. Ed., 37, 1288−1298. 
Dragulescu-Andrasi, A., Rapireddy, S., Frezza, B. M., Gayathri, C., Gil, R. R., and Ly. D. H. (2006) 
A simple -backbone modification preorganizes peptide nucleic acid into a helical structure. J. Am. 
Chem. Soc., 128, 10258−10267. 
D’Souza, D. J., and Kool, E. T. (1994) Solvent, pH, and ionic effects on the binding of single-
stranded DNA by circular oligodeoxynucleotides. Bioorg. Med. Chem. Lett., 4, 965−970. 
Durland, R. H., Rao, T. S., Bodepudi, V., Seth, D. M., Jayaraman, K., and Revankar, G. R. (1995) 
Azole substituted oligonucleotides promote antiparallel triplex formation at non-homopurine duplex 
targets. Nucleic Acids Res., 23, 647−653. 
Ficht, S., Röglin, L., Ziehe, M., Breyer, D., and Seitz, O. (2004) Direct carbodiimide-mediated 
conjugation of carboxylates using pyridinium p-toluenesulfonate and tertiary amines as additives. 
Synlett, 14, 2525−2528. 
Grimm, G. N., Boutorine, A. S., Lincoln, P., Nordén, B., and Hélène, C. (2002) Formation of DNA 
triple helices by an oligonucleotide conjugated to a fluorescent ruthenium complex. ChemBioChem, 
3, 324−331. 
Hausmann, M., Winkler, R., Hildenbrand, G., Finsterle, J., Weisel, A., Rapp, A., Schmitt, E., Janz, 
S., and Cremer, C. (2003) COMBO-FISH: Specific labeling of nondenatured chromatin targets by 
computer-selected DNA oligonucleotide probe combinations. BioTechniques, 35, 564−577. 
Hövelmann, F., and Seitz, O. (2016) DNA stains as surrogate nucleobases in fluorogenic 
hybridization probes. Acc. Chem. Res., 49, 714−723. 
第五章 
 
p. 178 
 
Ikeda, S., Yanagisawa, H., Yuki, M., and Okamoto, A. (2013) Fluorescent triplex-forming DNA 
oligonucleotides labeled with a thiazole orange dimer unit. Artif. DNA, 4, 19−27. 
Jarikote, D. V., Köhler, O., Socher, E., and Seitz, O. (2005) Divergent and linear solid-phase 
synthesis of PNA containing thiazole orange as artificial base. Eur. J. Org. Chem., 3187−3195. 
Jarikote, D. V., Krebs, N., Tannert, S., Röder, B., and Seitz, O. (2007) Exploring base-pair-specific 
optical properties of the DNA stain thiazole orange. Chem.−Eur. J., 13, 300−310. 
Johnson, III, M. D., and Fresco, J. R. (1999) Third-strand in situ hybridization (TISH) to non-
denatured metaphase spreads and interphase nuclei. Chromosoma, 108, 181−189. 
Karunakaran, V., Lustres, J. L. P., Zhao, L., Ernsting, N. P., and Seitz, O. (2006) Large dynamic 
stokes shift of DNA intercalation dye thiazole orange has contribution from a high-frequency mode. 
J. Am. Chem. Soc., 128, 2954−2962. 
Köhler, O., Jarikote, D. V., Seitz, O. (2005) Forced intercalation probes (FIT probes): Thiazole 
orange as a fluorescent base in peptide nucleic acids for homogeneous single-nucleotide-
polymorphism detection. ChemBioChem, 6, 69−77. 
Leitner, D., Schröder, W., and Weisz, K. (2000) Influence of sequence-dependent cytosine 
protonation and methylation on DNA triplex stability. Biochemistry, 39, 5886−5892. 
Li, M., Zengeya, T., and Rozners, E. (2010) Short peptide nucleic acids bind strongly to 
homopurine tract of double helical RNA at pH 5.5. J. Am. Chem. Soc., 132, 8676−8681. 
Liang, F., Liu, Y.-Z., and Zhang, P. (2013) Universal base analogues and their applications in DNA 
sequencing technology. RSC Adv., 3, 14910−14928. 
Loakes, D., Hill, F., Brown, D.M., and Salisbury, S.A. (1997) Stability and structure of DNA 
oligonucleotides containing non-specific base analogues. J. Mol. Biol., 270, 426−435. 
Loakes, D. (2001) The applications of universal DNA base analogues. Nucleic Acids Res., 29, 
2437−2447. 
Maher, III, L. J., Dervan, P. B., and Wold, B. J. (1990) Kinetic analysis of 
oligodeoxyribonucleotide-directed triple-helix formation on DNA. Biochemistry, 29, 8820−8826. 
Netzel, T. L., Nafisi, K., Zhao, M., Lenhard, J. R., and Johnson, I. (1995) Base-content dependence of 
emission enhancements, quantum yields, and lifetimes for cyanine dyes bound to double-Strand DNA: 
Photophysical properties of monomeric and bichromophoric DNA stains. J. Phys. Chem., 99, 
17936−17947. 
Nielsen, E. B., and Schellman, J. A. (1967) The absorption spectra of simple amides and peptides. 
J. Phys. Chem., 71, 2297−2304. 
Orson, F. M., Klysik, J., Bergstrom, D. E., Ward, B., Glass, G. A., Hua, P., and Kinsey, B. M. 
(1999) Triple helix formation: Binding avidity of acridine-conjugated AG motif third strands 
containing natural, modified and surrogate bases opposed to pyrimidine interruptions in a polypurine 
target. Nucleic Acids Res., 27, 810−816. 
第五章 
 
p. 179 
 
Robles, J., and McLaughlin, L. W. (1997) DNA triplex stabilization using a tethered minor groove 
binding hoechst 33258 analogue. J. Am. Chem. Soc., 119, 6014−6021. 
Roberts, R. W., and Crothers, D. M. (1992) Stability and properties of double and triple helices: 
Dramatic effects of RNA or DNA backbone composition. Science, 258, 1463−1466. 
Rougée, M., Faucon, B., Mergny, J. L., Barcelo, F., Giovannangeli, C., Garestier, T., and Hélène, 
C. (1992) Kinetics and thermodynamics of triple-helix formation: Effects of ionic strength and 
mismatches. Biochemistry, 31, 9269−9278. 
Silva, G. L., Ediz, V., Yaron, D., and Armitage, B. A. (2007) Experimental and computational 
investigation of unsymmetrical cyanine dyes: Understanding torsionally responsive fluorogenic dyes. 
J. Am. Chem. Soc., 129, 5710−5718. 
Shindo, H., Torigoe, H., and Sarai, A. (1993) Thermodynamic and kinetic studies of DNA triplex 
formation of an oligohomopyrimidine and a matched duplex by filter binding assay. Biochemistry, 32, 
8963−8969. 
Sun, B.-W., Babu, B. R., Sørensen, M. D., Zakrzewska, K., Wengel, J., and Sun, J.-S. (2004) 
Sequence and pH effects of LNA-containing triple helix-forming oligonucleotides: Physical chemistry, 
biochemistry, and modeling studies. Biochemistry, 43, 4160−4169. 
Torigoe, H., Hari, Y., Sekiguchi, M., Obika, S., and Imanishi, T. (2001) 2’-O,4’-C-methylene 
bridged nucleic acid modification promotes pyrimidine motif triplex DNA formation at physiological 
pH. J. Mol. Biol., 276, 2354−2360. 
Wachowius, F., Rettig, M., Palm, G., and Weisz, K. (2008) Synthesis and DNA duplex recognition 
of a triplex-forming oligonucleotide with an ureido-substituted 4-phenylimidazole nucleoside. 
Tetrahedron Lett., 49, 7264−7267. 
Walczak, K., Wamberg, M. and Pedersen, E. B. (2004) Synthesis of acyclic nitroazole nucleosides 
and their incorporation into oligonucleotides, and their duplex and triplex formation. Helv. Chim. Acta, 
87, 469−478. 
Yang, M., Ghosh, S. S., and Millar, D. P. (1994) Direct measurement of thermodynamic and kinetic 
parameters of DNA triple helix formation by fluorescence spectroscopy. Biochemistry, 33, 
15329−15337. 
Xodo, L. E. (1995) Kinetic analysis of triple-helix formation by pyrimidine oligodeoxynucleotides 
and duplex DNA. Eur. J. Biochem., 228, 918−926. 
  
第五章 
 
p. 180 
 
11. 実験項 
RNA：使用した RNA はすべて株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 > 90%）に依頼合成したもの
を使用した。合成の段階で必ず 2本以上に分注してもらった。 
RNA1: 5’− GGA GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第三章に示した） 
RNA2: 5’− GGA GAG AAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第四章に示した） 
RNA3: 5’− GGA GAG CAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第四章に示した） 
RNA4: 5’− GGA GAG UAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第四章に示した） 
MM1(AU): 5’− GGA GAA GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM1(CG): 5’− GGA GAC GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM1(UA): 5’− GGA GAU GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM2: 5’− GGA GUG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM3: 5’− GGA UAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM4: 5’− GGA UUG GAU GGA UUU UUC CAU CCA AUC C −3’ 
dsDNA: 5’− GGA GAG GAG GGA TTT TTC CCT CCT CTC C −3’（第三章に示した） 
 
RNAの定量、保存は第二章で、アニーリングは第三章で記載した通りに行った。 
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  MM1の PAGE精製 
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試薬と合成：試薬はすべて購入したものを用い、さらなる精製をせずにそのまま使用した。骨格部位：Fmoc-
aeg(Alloc)-OH の合成に用いた試薬は以下の通りである。 
エチレンジアミン（E0077、無水、純度 > 98%、CAS: 107−15−3、MW = 60.10、東京化成工業株式会社） 
ブロモ酢酸 tert-ブチル（B1473、純度 > 98%、CAS: 5292−43−3、MW = 195.06、東京化成工業株式会社） 
Fmoc-OSu：N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy) succinimide（A00002、純度 > 98%、CAS: 82911−69−1、MW = 
337.34、渡辺化学工業株式会社、広島） 
ジイソプロピルエチルアミン（D1599、純度 > 99%、CAS: 7087−68−5、MW = 129.25、東京化成工業株式会
社） 
クロロギ酸アリル（A1268、純度 > 98%、CAS: 2937−50−0、MW = 120.53、東京化成工業株式会社） 
硫酸ナトリウム（199−12237、無水、試薬特級、純度 > 99%、CAS: 7757−82−6、MW = 142.04、和光純薬工
業株式会社） 
塩酸（080−01067、試薬特級、35−37% (mass/mass)、CAS: 7647−01−0、MW = 36.46、和光純薬工業株式会社） 
塩化ナトリウム（195−01663、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 7647−14−5、MW = 58.44、和光純薬工業株式
会社） 
 
骨格合成は以下の手順に従い行った。 
 
N-Aeg-tBu·HCl (1): To a vigorously stirred solution of ethylenediamine (30 mL, 0.45 mol) in CH2Cl2 (200 mL) at 0C 
was added tert-butyl bromoacetate (4.5 mL, 0.25 mol) in CH2Cl2 (40 mL) over 0.5 h. The resulting mixture was allowed 
to warm slowly to room temperature, and then stirred overnight. The reaction mixture was washed with water (3  50 
mL), and the combined aqueous wash was once back-extracted with 50 mL CH2Cl2. The combined organics were dried 
with Na2SO4 and filtered. This solution was used directly in the next step. (85%) 
1H NMR (400 Hz, CDCl3):  (ppm) = 3.31 (s, 2H), 2.80 (t, 2H, J = 5.7 Hz), 2.67 (t, 2H, J = 5.7 Hz), 1.52 (s, 3H), 1.47 
(s, 9H) 
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Fmoc-Aeg-tBu·HCl (2): To a solution of 1 (2.6 g, 14.9 mmol) in CH2Cl2 (100 mL) was added diisopropylethylamine 
(2.5 mL, 14.3 mmol) with mechanical stirring. A solution of N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimide (4.9 g, 
14.5 mmol) in CH2Cl2 (30 mL) was added dropwise over 0.5 h. The resulting solution was stirred overnight and then 
washed with 1 N aq. HCl (5  80 mL), and brine (80 mL). The organic layer was dried with Na2SO4 and partially 
concentrated in vacuo. Cooling (−20C) overnight resulted in a precipitate which was collected by filtration and washed 
with CH2Cl2 until the filtrate was colorless. The solids were dried in vacuo to give the HCl salt of 2 as a white solid. 
An analytically pure sample was obtained by dissolution in a minimum of warm acetone, precipitation with hexane and 
drying in vacuo to give 2·HCl as an amorphous white solid. (80 %) 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6):  (ppm) = 8.98 (s, 2H), 7.89 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.67 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.45 (t, 1H, J 
= 6.6 Hz), 7.41 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 4.35 (d, 2H, J = 6.4 Hz), 4.22 (t, 1H, J = 6.4 Hz), 3.88 (s, 2H), 3.27 (t, 2H, J = 6.2 
Hz), 2.97 (t, 2H, J = 6.2 Hz), 1.45 (s, 9H) 
 
1 の 1H NMRスペクトル 
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Fmoc-Aeg(Aloc)-OH (3): 2 (2.07, 5.2 mmol) and allyl chloroformate (800 μL, 9.4 mmol) were dissolved in dry CH2Cl2 
(20 mL). The reaction mixture was kept under nitrogen. To this mixture diisopropylethylamine (160 μL, 9.6 mmol) was 
added in portion within 1 h. After stirring for an additional hour, the reaction mixture was washed with 0.1 M HCl (3 
 80 mL) and brine (1  80 mL). The organic layer was dried with Na2SO4 before the solvent was removed in vacuo.  
The yellowish residue was dissolved in a mixture of CH2Cl2 (10 mL) and TFA (10 mL). After 30 min of stirring, the 
volatiles were removed under reduced pressure and the residue was coevaporated with toluene (3  20 mL). The residue 
was dissolved in ethyl acetate (20 mL) and cyclohexane (150 mL) was added. The precipitate was collected by filtration 
and washed with cyclohexane to yield a white powder 4. (86 %) 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 7.88 (d, 2H, J = 7.3), 7.66 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.40 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 7.32 
(t, 2H, J = 7.3 Hz), 5.84 (m, 1H), 5.24 (t, 1H, J = 17.6 Hz), 5.13 (t, 1H, J = 9.6 Hz), 4.47 (m, 2H), 4.27 (d, 2H, J = 6.4 
Hz), 3.90 (d, 2H, J = 12.8 Hz), 3.14 (m, 2H) 
13C NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 171.2, 156.2, 143.9, 140.7, 133.1, 127.6, 125.2, 120.1, 116.7, 65.4, 47.7, 
46.7 
HR-MS (ESI+) : m/z calcd. for [C23H24N2O6 + Na]+ 447.44; found 447.153 [M + Na]+, 871.316 [2M + Na]+ 
2 の 1H NMRスペクトル 
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4 の 1H NMRスペクトル 
4の 13C NMRスペクトル 
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色素部位: TO-C1-COOH の合成に用いた試薬は以下の通りである。 
4-メチルキノリン（138−02992、和光一級、純度 > 97%、CAS: 491−35−0、MW = 143.19、和光純薬工業株式
会社） 
ブロモ酢酸（028−15052、和光一級、純度 > 98%、CAS: 79−08−3、MW = 138.95、和光純薬工業株式会社） 
トリエチルアミン（202−02646、試薬特級、純度 > 99%、CAS: 121−44−8、MW = 101.19、和光純薬工業株式
会社） 
酢酸エチル（059−00357、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 141−78−6、MW = 88.11、和光純薬工業株式会社） 
3-メチル-2,3-ジヒドロベンゾチアゾール-2-チオン（M30000、純度 > 99%、CAS: 2254−94−6、MW = 181.28、
Sigma−Aldrich） 
ヨウ化メチル（133−02665、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 74−88−4、MW = 141.94、和光純薬工業株式会
社） 
エタノール（056−00487、和光一級、純度 > 95%、CAS: 64−17−5、MW = 46.07、和光純薬工業株式会社） 
4 の HR MS スペクトル 
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アセトン（01026−80、特級、純度 > 99.5%、CAS: 67−64−1、MW = 58.08、関東化学株式会社、東京） 
 
色素合成は以下の手順に従い行った。 
 
Thia-N+ (5): 3-Methylbenzothiazole-2-thione (3.11 g, 17 mmol) and iodomethane (12.7 g, 90 mmol) were combined 
and heated to 45C for 4 h. The resulting solid was then dissolved in MeOH (100 mL) and Et2O (200 mL) was added. 
The solid was collected by filtration and washed with Et2O (3  5 mL) to afford 5 as a white solid (quant.) 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 8.38 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.84 (dd, 1H, J = 16.9, 8.5 
Hz), 7.72 (dd, 1H, J = 16.5, 8.2 Hz), 4.10 (s, 3H), 3.12 (s, 3H) 
 
 
 
 
5 の 1H NMRスペクトル 
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Qui-C1-COOH (6): A solution of 4-methyl quinoline (3.48 g, 24 mmol) and bromoacetic acid (2.98g, 21 mmol) in 10 
mL ethyl acetate was stirred for 3 days at room temperature. The resulting precipitate was collected by ﬁltration and 
dried under reduced pressure to yield 6 as an oﬀ-white solid. 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6)：目的物と原料が約 1.3 : 1 の割合で確認。粗生成物をそのまま次の反応に使用
した。 
 
 
6 の 1H NMRスペクトル 
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TO-C1-COOH (7): To a solution of 6 (3.42 g, ~12 mmol) and 5 (3.38 g, 17 mol) in 180 mL CH2Cl2 was added 
triethylamine (3.38g, 33 mol), which caused immediate change of color to red. The mixture was stirred under exclusion 
of light at room temperature for 23 h. To the mixture was added Et2O (50 mL) and the solid was collected by filtration 
and washed with Et2O (3  5 mL). The crude solid was suspended in a 1:2 (v/v) mixture of EtOH:Et2O (120 mL) and 
stirred for 1 h. The solid was collected by filtration and washed with Et2O (3  15 mL). The crude solid was then 
suspended in 1:2 (v/v) mixture of Me2CO:Et2O (120 mL) and stirred for 1 h and the solid was collected by filtration 
and washed with Et2O (3  15 mL) to afford 6 as a red solid (~ 50%). 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 8.75 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.55 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 8.00 (d, 1H, J = 6.9 Hz), 
7.93 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.85 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.72 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 7.57 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.39 (m, 2H), 6.90 
(s, 1H), 4.84 (s, 2H), 3.98 (s, 3H) 
MS (ESI+, MeOH:H2O:TFA = 8.5:1.0:0.5) : m/z calcd. for [C20H17N2O2S]+ 349.101; found 349.062 [M]+ 
 
 
7 の 1H NMRスペクトル 
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プローブの合成・精製・同定：プローブの固相合成に用いた試薬は以下の通りである。 
NovaSyn TGR resin（0.20 mmol/g、855009、Merck Millipore、Guyancourt、France） 
Fmoc-PNA-T-OH (5004027、純度 > 95%、MW = 506.51、ASM Research Chemicals、Hannover、Germany) 
Fmoc-PNA-C(Bhoc)-OH（5004028、純度 > 95%、MW = 701.72、ASM Research Chemicals） 
Fmoc-Lys(Aloc)-OH（47624、純度 > 98%、CAS: 71989−26−9、MW = 452.4、Sigma−Aldrich） 
ピペリジン（161−18811、ペプチド合成用、CAS: 110−89−4、純度  99% MW = 85.15、和光純薬工業株式会
社） 
DMF：ジメチルホルムアミド（047−25453、ペプチド合成用、CAS: 68−12−2、純度  99%、 MW = 73.09、
和光純薬工業株式会社） 
NMP：N-メチル-2-ピロリドン（138−12103、ペプチド合成用、CAS：872−50−4、純度  99%, MW = 99.13、
和光純薬工業株式会社） 
ジメチルアミンボラン（D1842、CAS: 74−94−2、純度  95%、MW = 58.92、東京化成工業株式会社）  
Pd(PPh3)4：Tetrakis(triphenyl phosphine)palladium(0)（T1350、純度  97%、CAS: 14221−01−3、 MW = 1155.58、
東京化成工業株式会社） 
トリフルオロ酢酸（205−14101 & 206−10731、ペプチド合成用 & 高速液体クロマトグラフ用、純度 > 99.0% 
& > 99.8%、MW = 114.02、和光純薬工業株式会社） 
トリイソプロピルシラン（325−58812、純度 > 97%、CAS: 6485−79−6、MW = 158.36、和光純薬工業株式会
社） 
ニンヒドリン（141−09622、試薬特級、純度 > 98%、CAS: 485−47−2、MW = 178.14、和光純薬工業株式会
7 の ESI MS スペクトル 
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社） 
アセトニトリル（015−08633、高速液体クロマトグラフ用、CAS: 75−05−8、MW = 41.05、和光純薬工業株式
会社） 
ジクロロメタン（131−02448、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 75−09−2、MW = 84.93、和光純薬工業株式会
社） 
メタノール（139−01827、試薬特級、純度 > 99.8%、CAS: 67−56−1、MW = 32.04、和光純薬工業株式会社） 
ジエチルエーテル（058−01167、和光一級、純度 > 99%、CAS: 60−29−7、MW = 74.12、和光純薬工業株式会
社） 
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逆相 HPLC 精製：高速液体クロマトグラフィーによるプローブ／コントロール PNA の精製は、ポンプ：
PU 2086 Plus、ミキサ ：ーMX 2080−32、カラムオーブン：CO−1565、UV-検出器：UV−2070 Plus & UV−1570M、
フラクションコレクタ：SF−212N、インターフェース：LC−Net II/ADC（日本分光株式会社）から構成され
る HPLCシステムを用いて行った。カラムは分取用のイナートシル ODS3（分取用、20  250 mm；ジーエ
ルサイエンス、東京）を使用した。精製はすべて水／アセトニトリル混合溶媒系のグラジエント条件で行
った。 
溶媒の準備：水は Milli-Qを、アセト二トリルは HPLC用のアセト二トリルを用いた。分離測定当日に溶媒
を必要量ビーカーへ入れ、どちらも 1 分間超音波処理をした。その後 15−30 分の脱気操作を行った（攪拌
した状態でアスピレータ減圧）。気泡が出なくなったことを確認した後、0.05%となるように HPLC 用 TFA
を添加し、超音波にかけて 1分間撹拌した。こうして得た 0.05% TFA含有脱気済み溶媒は準備後 10分以内
に使用した。インジェクトループは最大容量 1000 Lのものを使用し、分取目的の分離では 500 L導入し
た。カラム温度は、PNAの構造化の影響を防ぐため 60°Cに設定した。フラクションコレクタは 1本 / 分
の時間分画モードに設定した。グラジエント条件は下記の通りである。 
プローブ: アセトニトリルを 50分間で 0%から 50%となるように変化させた。（保持時間: 28.7分） 
コントロール PNA: アセトニトリルを 40分間で 0%から 40%となるように変化させた。（保持時間: 18.3分） 
 
質量分析：単離精製したプローブ／コントロール PNAは MALDI-TOF-MS（ABSciex、Foster City、CA）で
確認した。マトリックスには-CHCA 飽和水溶液を使用した。全ての化合物は HPLC 精製後の溶液をその
まま測定用の 384ウェルプレートに 0.5 Lスポットし、その上からマトリックス溶液を同量重ね打ちした。
これを室温でゆっくり乾燥させることで、ウェル上に綺麗な結晶構造を形成させ、SN比の高いスペクトル
を得ることができた。下の表に質量の理論値と実験値をまとめた。 
 
Table S5-1. プローブとコントロール PNA の質量の理論値と実験値 
 分子式 理論質量（[M]+） 実験値 
プローブ C113H145N44O30S 2630.21 2630.12（[M]+） 
コントロール
PNA 
C99H135N45O31 2450.04 2451.54（[M+H]+） 
2473.54（[M+Na]+） 
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プローブ母液の調製・定量・保存：合成したプローブは低吸着チューブ（92016、株式会社リッチェル、富
山）中に真空乾燥した状態にした。ここへ Milli-Qを 100 L程度加えこれを母液とした。ここから 2.5−5 L
取り、Milli-Qで 250 Lまたは 300 Lになるように希釈し、光路長 1 mmまたは 10 mmの石英セルで吸収
スペクトルを測定した。実際の吸収スペクトルは以下に示した。この際、PNAの初期構造の影響を回避す
るため、60Cで測定した。なお、いずれのプローブの初期構造による吸光度変化は小さいようで、25Cで
測定しても、85Cで測定しても吸光度にほとんど変化は見られなかった。260 nmの吸光度を用いて、ラン
ベルト・ベールの式からプローブの濃度を決定した。なお、プローブのモル吸光係数は、シトシン塩基が
8800 M−1cm−1、チミン塩基が 7300 M−1cm−1、TO が 9400 M−1cm−1（Jarikote et al., 2005）として計算した。 
プローブ: H2N-Lys-tctc(TO)tccc-CONH2、260 = 75300 M−1cm−1 
コントロール PNA: H2N-Lys-tctcctccc-CONH2、260 =74700 M−1cm−1 
 
 
 
 
吸収スペクトル測定：紫外・可視吸収スペクトルは、紫外可視近赤外分光光度計（V−570、日本分光株式会
社）を用いて測定した。本装置には、水冷式のペルチェ式恒温角型セルホルダ（ETC−505T）と冷却水循環
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装置（EYELA クールエース、CCA−1110、東京理化器械株式会社）が付属してある。測定には、まず石英
セルを用いて水の吸収スペクトルを測定し、これをベースラインとして補正した。その後、サンプル測定
を行った。石英セルはサンプル量とその吸光度に応じて、1 mm  10 mm（光路長: 1 mm）または 2 mm  10 
mm（光路長: 10 mm）のものを使用した。測定条件は以下の通りである。 
バンド幅: 2 nm、レスポンス: medium、データ取り込み間隔: 0.5 nm、掃引速度: 50 または 100 nm/min 
得られたデータはスペクトラマネージャで解析し、テキストファイルへと変換後、カレイダグラフで図
を作成した。 
 
融解温度測定、CDスペクトル測定は第三章で示した通りに行った。 
 
蛍光スペクトル測定：蛍光スペクトルは、分光蛍光光度計（FP−6500、日本分光株式会社）を用いて測定し
た。本装置には、水冷式のペルチェ式恒温角型セルホルダ（ETC−273T）と冷却水循環装置（EYELA クー
ルエース、CCA−1110、東京理化器械株式会社）が付属してある。測定には 3 mm  3 mmの石英セルを用い
た。測定条件は以下の通りである。 
励起側バンド幅: 3 nm、蛍光側バンド幅: 3 nm、レスポンス: 0.5 s、感度: medium、データ取り込み間隔: 0.5 
nm、励起波長: 514 nm、掃引速度: 100 nm / min 
通常の蛍光スペクトルは、アニーリング済みの RNA溶液にプローブを添加し、15分から 20分インキュ
ベーションしてから測定した。 
蛍光滴定実験：蛍光タイトレーションは、プローブ濃度を固定し、RNA濃度／DNA濃度を変化させたとき
の濃度依存的な蛍光強度を測定し、これを下記の 1:1 結合に基づく理論式で非線形フィッティングするこ
とで結合定数（またはその逆数: 解離定数）を算出した。 
 
[P]: プローブ濃度、[R]: RNA 濃度、[PR]: 三重鎖濃度としたとき、物質収支は、 
Cp = [P] + [PR] 
CR = [R] + [PR] 
ここで Cp はプローブの全濃度、CR は RNA の全濃度をそれぞれ表す。この時 1:1結合定数 K11は下記の式
で表される。 
𝐾11 = 
[P]+ [R]
[PR]
 = 
(Cp−[PR])(CR−[PR])
[PR]
 
これを [PR]について解くと、 
[PR] = 
(Cp+CR+𝐾11)± √(Cp+CR+𝐾11)
2−4CpCR
2
 
ここでを変換定数とし、 = F /Mと定義する。蛍光性の化学種は P ならびに PRであるので、全蛍光強
度 Fは、 
F = 𝐹P +  𝐹PR 
𝐹P:プローブ単体の蛍光強度 
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𝐹PR:プローブ− RNA 三重鎖由来の蛍光強度 
プローブ単体の蛍光強度はほぼ 0であるため、𝐹P  0と近似することができ、 
F = 𝐹PR =   [PR] 
F =   
(𝐶p+𝐶R+𝐾11)± √(𝐶p+𝐶R+𝐾11)
2−4𝐶p𝐶R
2
 
これは観測される蛍光強度を、三重鎖の濃度に関連付けられることを意味する。 
蛍光強度 Fを y軸に、CPは固定、CRを x軸にとり、K11を変数として解析することで K11を見積もることが
可能となる。解離定数 Kdは 1/K11である。  
 
蛍光量子収率測定：蛍光量子収率は 0.1 Mの NaOH水溶液中のフルオレセインジアニオン（485nm = 0.93）
に対する相対蛍光量子収率として求めた。フルオレセインの 485 nmにおけるモル吸光係数は下記のスペク
トルのように実験的に 78200 M−1cm−1 と決定した。プローブの蛍光スペクトルをフルオレセインと同じ条
件で測定し、495 nm から 750 nm の蛍光スペクトル面積を算出し、それらの値を以下の式へあてはめるこ
とでプローブの相対蛍光量子収率を見積もった。 
 = 𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑖𝑛 ∙
𝜀𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑖𝑛
𝜀𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
𝐹𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
𝐹𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑖𝑛
𝑛𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
2
𝑛𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑖𝑛
2
𝐷𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
𝐷𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑖𝑛
 
ここで Fは蛍光スペクトル面積、nは溶液の粘性、Dは希釈率である。 
 
   
 
 
 
ストップトフロー測定：ストップトフロー測定は第三章で示した通りに行った。蛍光測定では励起波長を
514 nmにし、ロングパスフィルタ（525 nm、Edmund Optics、Barrington, NJ）を通過したシグナルを検出し
た。セルは光路長が 2 mm のものを使用した。 
 
分子モデリング：分子モデリングは、マクロモデル version 10.4（Schrodinger、LLC、New York、NY）用い
て行った。まずマクロモデル上で UUUUループを除いた 12塩基対から成る A型の RNA二重鎖（RNA1 の
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ステム部位）を構築した。次に PNAを構築し、上記で構築した RNA二重鎖の主溝に、各 PNAピリミジン
塩基が RNA二重鎖の連続したプリン塩基とパラレル配向でHoogsteen塩基対を形成するように手動で位置
させた。技術的には A 型構造の主溝が非常に狭く深いため、操作の途中途中でエネルギー安定化計算（下
記参照）をかけながら PNAを配置させていった。すべての Hoogsteen 塩基対形成ができたら、系全体のエ
ネルギー安定化計算を下記の条件で行った。 
Force field: Amber*、Solvent: water、Electrostatic treatment: constant dielectric、Dielectric constant: 1.0、Charges 
from: Force field、Method: PRCG、Maximum iterations: 5000、Converge on: Gradient、Convergence threshold: 0.05 
kcal/mol 
次に、安定化された構造の PNA の中央のシトシン塩基を TO に置換した。TO を三重鎖構造の内部に位
置させるために、TO 対面の G−C 塩基対を手動で二重鎖の外へと追い出した。この構造に対して、再び上
記の条件でエネルギー安定化計算を行った。ここで得られた構造が、プローブ−RNA1 三重鎖の考えられる
構造の一つと言える。今回はこの構造を初期構造（インプット）とした簡単な MD 計算をかけ、構造を確
認した。行ったダイナミクス計算の条件は以下の通りである。 
Monitor: 300、Minimize sampled structures（安定化パラメータ・手法は上記と同じ）、Method: Stochastic Dynamics、
SHAKE: Bonds to hydrogens、Simulation Temperature (K): 298.0、Time step (fs): 1.5、Equilibration (ps): 150.0、
Simulation time (ps): 500.0 
ここで得られた構造群はさらに Xclustering を用いてクラスタリング解析した。全原子座標についてクラ
スタリングした結果、今回は 20個の構造群が得られた。その構造群で最も安定なものを抜き出し、重ねた
データを下記に示した。 
 
 
20 個の安定構造の
重ね合わせ 
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1. プローブ設計 
第五章で開発したプローブは、TO を擬塩基として導入するにあたり、PNA骨格を忠実に再
現するため、アセチルリンカー（図 6−1、n = 1、本章では P1と表記する）を用いた。TO擬
塩基は主にスタッキング相互作用や疎水性相互作用を介して三重鎖内で安定化すると考え
られるが、本来 PNA塩基と RNA 塩基間で形成されるはずであった Hoogsteen 型の水素結合
が失われた結果、TO 擬塩基を導入していない PNA プローブと比較して結合は不安定化し
てしまった。TO 擬塩基を導入しても、元のプローブの結合定数を減少させない分子設計が
望ましいと考えられる。一般にユニバーサル塩基を導入すると、形成される二重鎖や三重鎖
は不安定化することが知られている（Liang et al., 2013; Loakes, 2001）。多くのユニバーサル
塩基は、4つの天然核酸塩基と塩基対形成しなければならないため、水素結合に依存しない
骨格を有している。Hoogsteen 水素結合を失うことや骨格が二重鎖あるいは三重鎖にフィッ
トしないことなどに起因するエネルギー損失を、その他のエネルギ （ースタッキング相互作
用など）で補てんできないために不安定化が起こるものと考えられる。より不安定化が少な
いユニバーサル塩基を得るために、新しい骨格の開発や既存の骨格の改良が広く行われて
いるものの、その合成は非常に難しく、成功しないことも多々ある（Liang et al., 2013; Loakes, 
2001）。 
そこで本章では、TO と PNA 骨格の間にアルキルリンカーを導入するという手法を用い
て、tFIT プローブの結合能とセンシング能をさらに向上させることを目的とした。TO擬塩
基のリンカー部位は、PNA FIT プローブにおいて調べられた先行研究があり、プローブの結
合能や TO の蛍光応答に強く影響を与えることが知られている（Köhler et al., 2005）。また、
糖からリンカーを介してインターカレータを導入した TFO によって形成される三重鎖が安
定化することが報告されている。Hélène らのグループは、炭素数が 4 のアルキルリンカー
を介してアクリジンを導入した TFO を開発し、対面がピリミジン－プリン塩基対でも三重
鎖が安定化することを報告している（Kukreti et al., 1997; Zhou et al., 1995）。また、Filichevと
Pedersen らのグループは炭素－炭素三重結合から成る強固なリンカーを介してピレンやア
クリジン、チアゾールオレンジなどを連結した TFO を開発し、Hoogsteen 塩基対を介した三
重鎖や二重鎖は安定化するが、Watson−Crick 型の二重鎖は不安定化することを報告してい
る（Doluca et al., 2014; Flichev et al., 2008; Filichev and Pedersen, 2005）。三重鎖が適切なリン
カーを介して導入したインターカレータよって安定化した結果は、三重鎖構造内において、
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インターカレータ部位が対面の DNA二重鎖部位まで届き、TFO が効果的に DNA二重鎖と
分子間相互作用できたためと考察されている。そこで、我々の tFIT プローブにおいても、
TO と PNA 骨格の間に適切な長さのリンカーを導入することで、三重鎖形成がより安定化
すると期待した（図 6−1、n = 2−5 & 図 6−2）。TO部位は回転が抑制される環境に位置すれ
ば蛍光応答を示すため、リンカーを導入しても TO 本来の light-up応答は保持されると考え
た。また、もともと tFIT プローブは塩基配列以外では FIT プローブと同じ分子設計である
ため、相補的な一本鎖と二重鎖を形成しうる。もし TO 擬塩基にリンカーを導入することで
三重鎖を安定化する一方、一本鎖 RNA との二重鎖を不安定化することができれば、tFITプ
ローブの二重鎖 vs. 一本鎖選択性を向上させることができると考えられる。さらに、本手
法は TO骨格自体を改変する必要がないため、プローブ誘導体を比較的容易に合成できるこ
とも特徴である。本章では、具体的には TO 擬塩基のリンカーとして炭素数 2−5 の tFIT プ
ローブ（本章では P2−P5と表記する）を合成し（図 6−1）、結合能とセンシング能を評価し
た。各測定は第五章の図 5−2aに示した RNA 配列を用いて行った。 
 
 
 
 
 
Figure 6−1. プローブの構造式。P1−P5：n = 1−5 
Figure 6−2. プローブの予想される結合様式。オレンジ：PNA、緑：TO、灰：RNA プ
リン鎖、青：RNAピリミジン鎖。プローブ N 末端のリシン残基は省略して表記した 
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2. プローブ合成・精製・同定とプローブ TO部位の吸収スペクトル 
一連のプローブは P1 と同様、第五章で示した divergent固相合成スキームで合成した。具体
的には、まず既報に基づき TO の末端カルボン酸誘導体：TO-Cm-COOH（m = 2−5）を合成
した（Carreon et al., 2007）。これらを用いて、第五章に記したスキームに従い P2から P5を
合成した。各プローブは逆相 HPLC で単離精製し、MALDI-TOF-MS で同定した（純度 > 
95%）。合成はすべて既報の操作に基づくため、詳細は実験項に示した。 
各プローブの吸収スペクトルを測定すると、TO 部位の吸収帯がリンカー長により大きく
変化していることが分かった（図 6−3）。TO 単体の吸収極大は 500.5 nm と報告されており
（Nygren et al., 1998）、これと比較すると各プローブの吸収極大波長は 6.5−14 nmもレッド
シフトしていた。このことは、各プローブの TO部位が分子内で PNA 塩基と強くスタッキ
ング相互作用していることを示唆していた。またプローブが疎水性相互作用で球状の初期
構造にとり、これによって TO 部位が疎水的な環境を感じていることも、吸収スペクトルの
レッドシフトの原因として考えられた。中でも P1が最も大きなレッドシフトを示し、かつ
485 nm付近のショルダーが顕著なスペクトル形を示したことから、TO と上下塩基とのスタ
ッキング相互作用は吸収スペクトルの変化の主な原因の一つであることが示唆された
（Svanvik et al., 2001）。一方、アルキルリンカー長が長くなるに従い、TO 吸収帯のレッドシ
フトは小さくなっていったことから、TO 部位と PNA 塩基との分子内の相互作用が小さく
なっているものと考えられた。 
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Figure 6−3. 各プローブの TO部位の吸収スペクトル。黒：P1；青、P2；赤、P3；黄色、
P4；緑、P5 
測定条件：[tFIT probe] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., DOI: 
10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
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3. 融解温度測定 
まず一連のプローブが三重鎖を形成していることを確認するため、融解温度測定を行った。
すべての実験は 300 nmの吸光度変化をモニタリングすることで、三重鎖の融解温度を求め
た。プローブの融解温度曲線を図 6−4、そこから求めた融解温度（Tm）を表 6−1 にまとめ
た。いずれのプローブも、pH 5.5 において RNA1、RNA2、RNA3および RNA4 と熱的に非
常に安定な三重鎖を形成することが分かった（Tm = 72−90C）。TO 未修飾のコントロール
PNA の融解温度と比較すると、RNA1 に対する Tm は 22−30C 減少していた。このことか
ら、リンカー導入に依らず、TO擬塩基を導入することでプローブの三重鎖は熱的に不安定
化することが分かった。またプローブ同士を比較すると、P1 と比較して、長いアルキルリ
ンカーを導入した P2 から P5の Tmは 1−8C 低下した。このことから長いアルキルリンカー
は、もともとのアセチルリンカーと比較して、プローブの熱的安定性をやや減少することも
明らかになった。一方、RNA2 から RNA4 に対する Tmはコントロール PNAのものよりもほ
ぼ大きな値を示した。特にコントロール PNA で最も不安定化する RNA4に対して、各プロ
ーブとも 10C以上高い Tmを示した。各 RNA に対するプローブの Tmのばらつきは 14C 以
内であり、コントロール PNAと比較すると非常に狭い温度範囲（34C）に収まっているこ
とが分かった。これらの結果から、第五章で P1 に見られたように、P2 から P5 の TO 部位
もまたあらゆる対面塩基対に対して結合できることが示唆された。 
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Figure 6−4. P2から P5と RNA1−RNA4 との融解温度曲線。 (a) P2、(b) P3、(c) P4、(d) 
P5。赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒、RNA4 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., 
DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 
Weinheim. 
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Table 6−1. 各プローブと RNA1−RNA4 との三重鎖の融解温度 (C)a 
 RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 
P1 80 [−22] 90 [+14] 90 [+10] 90 [+22] 
P2 72 [−30] 77 [+1] 78 [−2] 86 [+19] 
P3 76 [−26] 85 [+9] 85 [+5] 85 [+17] 
P4 79 [−23] 77 [+1] 83 [+3] 78 [+10] 
P5 75 [−27] 77 [+1] 85 [+5] 79 [+11] 
コントロール PNA 102 76 80 68 
a 三回測定の平均値。括弧の中の値はコントロール PNAの三重鎖の Tmとの差。 
  
第六章 
 
p. 211 
 
4. 蛍光応答 
続いてプローブの蛍光応答を調べた。P1 と同様、P2 から P5 も単体ではほぼ無蛍光であっ
た（図 6−5点線）。ここへ RNA を添加すると、いずれのプローブも 535 nm付近に極大波長
を持った明瞭な蛍光応答を示した（図 6−5実線）。この応答は pH 7.0 では見られなかったこ
とから、この蛍光応答は三重鎖形成に伴うことであることが示唆された。すなわち、アルキ
ルリンカーを導入しても、プローブ TO部位の light-up応答は維持されていることが分かっ
た。また、融解温度測定結果から明らかなように（図 6−1）、すべてのプローブは RNA1、
RNA2、RNA3および RNA4と室温で安定な三重鎖を形成していた。このことから、リンカ
ーを導入した TO擬塩基は三重鎖内にインターカレーションし、上下塩基対とスタッキング
相互作用を介して分子内回転が抑制される環境に位置したと推測された。その結果いずれ
のプローブの TO部位も蛍光応答を示したものと考えられた。 
各プローブの TO 部位と RNA との相互作用は、TO 部位の吸収スペクトル変化から明ら
かであった。P1、P3、P4、P5 は RNA1 から RNA4 存在下では、吸収極大波長における吸光
度の増大（P1）あるいは減少（P3、P4、P5）を伴ったレッドシフトが観測された（図 6−6）。
このことは各プローブの TO 部位が RNA 塩基とスタッキング相互作用していることを示唆
していた。中でも蛍光応答が大きかった P1と P3では（図 6−5 & 図 6−6a,c）、吸収スペクト
ル変化が顕著であった。対照的に、P2は RNA存在下においても吸収スペクトルがほとんど
変化しなかった（図 6−6b）。この結果は、P2 は標的 RNA と三重鎖を形成していても、TO
部位がうまく三重鎖の中へ入り込みRNA塩基とスタッキング相互作用していないためと解
釈した。このために P2 の蛍光応答が P1 や P3 と比べて小さかったのであろう（図 6−5b）。
一方で、例えば P4−RNA1、P4−RNA3ではブルーシフトを伴う変化が観測された（図 6−6d）。
このことは、吸収スペクトル変化が TO 部位と RNA 塩基との相互作用を示す重要な結果で
はあるものの、結合に伴う TO 部位の蛍光応答の大小を解釈するためには他の情報も重要で
あることを示していた。 
4 種類の標的配列に対する蛍光強度は、各プローブとも大きく異なっており、標的 RNA
の対面塩基だけではなく、リンカー長にも依存することが分かった（図 6−5 & 6−7）。蛍光
応答を比較しても蛍光強度と対面塩基対の種類に明確な相関は見出せなかったが、全体の
傾向としては RNA4 に対する蛍光応答は大きく、RNA3 に対する蛍光応答は小さかった。中
でも P3は P1と同等かそれ以上の大きな蛍光応答を示した（図 6−7）。今回の測定濃度にお
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ける light-up 応答度（RNA 結合時の蛍光強度 / RNA 非結合時の蛍光強度）は、P3 で最大
340 であり、これは蛍光色素を一つ有する RNA 結合分子としては、室温において最大であ
った。こうした対面塩基やリンカー長に依存した TO 部位の蛍光応答のばらつきの原因は未
だ不明であり、これを明らかにするためには蛍光寿命測定や NMR、X 線結晶構造解析など
を用いた構造解析が必要と思われる。この時点で一つ言えることは、対面塩基が異なる一本
鎖 RNA への応答との比較から（図 6−14参照）、図 6−7に見られるような蛍光応答のばらつ
きは TO部位対面が塩基ではなく塩基対であることが重要であることである。 
さらに蛍光スペクトルを詳細に見ていくと、蛍光強度だけではなく、スペクトル形もプロ
ーブによって大きく異なっていた（図 6−5）。たとえば P3 は RNA2 以外と結合した際に、
560 nm付近に顕著なショルダーを示した。540 nm、560 nm、580 nm付近の励起スペクトル
を測定するとすべて一致し、いずれも吸収スペクトルと類似していた（図 6−6参照）。これ
らはすべて TO モノマーの吸収スペクトル形と類似していることから、すべて TO の S0 → 
S1 遷移に帰属されるものと考えられる（Netzel et al., 1995）。一方、この特徴的なスペクトル
形は、温度を 60Cまで上げると消失することが分かった。また隣接ミスマッチを導入した
時も同様に消失した（下記も参照のこと）。560 nm 付近のショルダーは、P1 では見られな
かったことから、アルキルリンカーを導入することではじめて現れた性質であることが分
かった。同時に P3−RNA2においてはショルダーが見られなかったことから、対面塩基対の
種類にも影響される現象であることも示唆された。560 nm 付近のショルダーの原因の一つ
として、リジッドな三重鎖構造の中で TO 部位がある特定のコンフォメーションに強要され
ているときにのみ生じた蛍光種ではないかと推察した。例えば、リジッドな i-モチーフを形
成するシトシン配列に TO 擬塩基を組み込むと、TO とシトシン塩基が基底状態で強く相互
作用し、その状態から 580 nm付近にエキサイプレックスのような蛍光を示すことが報告さ
れている（Xu et al., 2014）。P3においても TO が上下の塩基と強く相互作用した状態のまま
励起され、それが TO単体で励起された時とは異なる蛍光種となり、異なる波長の蛍光を発
したものと考えた。 
TO擬塩基の蛍光特性を、蛍光量子収率を測定することでより詳細に調べた（表 6−2）。各
プローブ単体の蛍光量子収率（）は 0.0016−0.0071 と算出された。TO 単体（= 0.0002）
（Nygren et al., 1998）あるいはその類縁体の TO-PRO-1単体（）（Netzel et al., 1995）
と比べると、tFIT プローブ単体の蛍光量子収率はやや高かった。これは、プローブ単体での
TO部位の吸収スペクトルに見られたように（図 6−3）、TO部位が隣接する PNA 塩基とスタ
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ッキング相互作用することで、TO の回転運動が多少阻害されるためだと考えられた
（Svanvik et al., 2001）。一方、プローブが RNAと結合すると TO部位の量子収率は著しく増
大した。中でも蛍光応答が大きかった P1（ = 0.083−0.48）と P3（ = 0.11−0.48）の量子収
率は特に大きかった。これらの値は FIT プローブで報告されている値と近く（Jarikote et al., 
2007）、DNA 二重鎖へインターカレーションした TO（類縁体）に報告されている値とも近
かった（Nygren et al., 1998; Netzel et al., 1995）。RNA 結合時の吸収スペクトルに大きな変化
が見られた P4 と P5 については、TO 部位は RNA 塩基と基底状態で相互作用しているよう
であるが、TO 部位の蛍光量子収率が小さいために、蛍光強度は小さかったものと考えられ
た（図 6−5）。 
ここで重要なことは、tFIT プローブの高い応答性は、三重鎖を形成した時の量子収率より
は、プローブ単体での量子収率の低さに起因する点であった。実際、FIT プローブ単体の蛍
光量子収率は 0.02−0.05 程度と報告されており（Jarikote et al., 2007）、その値と比較すると
tFIT プローブの量子収率は確かに小さかった。TO部位の量子収率は隣接塩基の種類にある
程度依存することが報告されているが（Jarikote et al., 2007）、それを考慮してもなお、tFIT
プローブの方が単体での量子収率は小さかった。この原因として、TOの隣接塩基の違いだ
けではなく、プローブ全体のコンフォメーションの違いが重要であると考えた。つまり過去
に報告されている FIT プローブはすべてプリン塩基を含む混合配列であり、ホモピリミジ
ン配列を有する tFIT プローブと比較してより強く分子内で TO 部位が塩基や骨格部位と相
互作用しているのではないかと予想した。たとえば一本鎖 PNA は温度を上げるにつれ 260 
nmの吸光度はシグモイド形に変化し、約 30%増大することが報告されている（Seitz, 2000）。
一方で今回の tFIT プローブでは温度は上昇させても吸光度はほとんど変化しなかった（2%
以下の吸光度変化）。塩基配列による分子内スタッキング度合いの違いは、一本鎖 DNA に
おいても報告されている（Riley et al., 1966）。つまり、ポリアデニン鎖は分子内スタッキン
グ構造をとっており、温度上昇に伴い 260 nmにおける吸光度が 30%上昇するのに対し、ポ
リチミン鎖あるいはポリシトシン鎖では温度を上げてもほとんど吸光度変化が見られない
と報告されている。これらの報告を合わせて考えると、PNA においてもホモピリミジン配
列は分子内で塩基同士がスタッキングするコンフォメーションをとりづらいと予想される。
したがって TO 擬塩基は（スタッキングしていない）より単体に近い状態でいられることで、
tFIT プローブの量子収率がプリン塩基含有 FIT プローブよりも小さかったと考察した。こ
のことはホモピリミジン配列が分子設計の基本となる tFIT プローブは、本質的により高い
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TO部位の light-up応答を得ることができることを示唆していた。 
 
P3のみが P1と同等の蛍光応答を示したことは、P3 内のプロピルリンカーが tFIT プロー
ブの TO部位の機能に非常に大事であることを示唆している。さらに強い蛍光強度から、P3
は標的 RNA に対し強く結合していると考えられた。そこで P3 と RNA1 から RNA4との解
離定数（Kd）を蛍光滴定実験より算出したところ、2.2−2.8 nMと対面塩基対に関わらず同程
度の解離定数を示した（図 6−8 & 表 6−3）。さらに、それらの値は P1のもの（13−23 nM）
と比較するとおよそ 10倍小さくなっていたことが分かった（第五章も参照のこと）。このこ
とから、プロピルリンカーを導入したことで、プローブの結合親和性が大幅に向上すること
が示唆された。さらに、融解温度測定結果と併せて考えると、プロピルリンカーを導入して
も TO 擬塩基はユニバーサル塩基としての機能を保持していると結論付けた。 
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Figure 6−5. 各プローブの蛍光スペクトル。(a) P1、(b) P2、(c) P3、(d) P4、(e) P5。赤：
RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒実線、RNA4；黒点線、プローブ単体。プローブの結
合配列を点で、TO 部位の結合塩基対を X−Yで表記した 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 50 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with permission 
from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag 
GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
第六章 
 
p. 216 
 
(a)                            (b) 
    
(c)                            (d) 
    
(e) 
 
 
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
400 450 500 550 600
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
Wavelength (nm)
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
400 450 500 550 600
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
Wavelength (nm)
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
400 450 500 550 600
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
Wavelength (nm)
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
400 450 500 550 600
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
Wavelength (nm)
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
400 450 500 550 600
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
Wavelength (nm)
Figure 6−6. RNA結合時の各プローブの吸収スペクトル。(a) P1, (b) P2、(c) P3、(d) P4、
(e) P5。赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒実線、RNA4；黒点線、プローブ単体 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Reproduced with permission from 
Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & 
Co. KGaA, Weinheim. 
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Table 6−2. 各プローブの蛍光量子収率 a 
 RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 RNA free 
P1 0.41 0.48 0.083 0.27 0.0028* 
P2 0.016** 0.027 0.016*** 0.028 0.0040 
P3 0.33 0.30 0.11 0.48 0.0016*** 
P4 0.014 0.028 0.027 0.15*** 0.0071 
P5 0.023 0.068 0.0068 0.21 0.0048 
a 測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM 
NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 485 nm. 蛍光量子収率は空気飽和の緩衝液中で測定した。P1と P3は三
回測定の平均とその標準偏差、P2、P4および P5は二回測定の平均とその標準偏差（SD）をそれぞれ示し
た。*SD < 20%、**SD < 40%、***5% < SD < 10%。その他の SDは 5%未満。 
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Figure 6−7. 各プローブの蛍光強度の比較。赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒実
線、RNA4。514 nmで励起した時の蛍光スペクトルを 525 nmから 700 nmまで積分し
たスペクトル面積を縦軸にプロットした 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 50 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. エラーバーは三回測定
の 標 準 偏 差 を 示 す 。 Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., DOI: 
10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 
Weinheim. 
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(a)                            (b) 
    
(c)                           (d)    
    
 
 
 
 
Table 6−3. RNA1 から RNA4へ結合した P3 の解離定数(nM)a 
RNA RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 
Kd 2.5  0.085 2.2  0.12 2.6  0.030 2.8  0.082 
a 三回測定の平均値とその標準偏差。 
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Figure 6−8. P3 と RNA1−RNA4 の蛍光滴定曲線。(a) RNA1、(b) RNA2、(c) RNA3、(d) 
RNA4。実線は 1:1結合を仮定したフィッティング曲線 
測定条件：[tFIT probe] = 10 nM, [dsRNA] = 0−40 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
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5. 三重鎖形成に伴う熱力学的パラメータの測定と分子モデリングによる結合
様式解析 
 
蛍光滴定実験から、プロピルリンカーを有する P3の結合親和性は、アセチルリンカーを有
する P1 と比較しておおよそ 10 倍も向上していることが分かった。この原因を調べるため
に、ITCを用いて結合反応に伴う熱力学的パラメータを算出した。ITCは三重鎖形成反応の
会合過程を熱力学的観点から解析できる強力な手法として用いられてきた（Li et al., 2010; 
Kamiya et al., 1996；第三章と第四章も参照のこと）。ここでは、プローブ溶液をシリンジに、
RNA 溶液をセルにそれぞれ充填し、プローブ溶液を添加して起こる結合反応に伴う発熱を
観測した。この時各滴定で生じた熱量を測定時間で積分した値を、モル比に対してプロット
し、フィッティング解析を行うことで結合反応の熱力学的パラメータを算出した（図 6−9 & 
表 6−4）。コントロール PNA の三重鎖形成反応は、第三章と第四章で既に示したように、1:1
結合モデルでフィッティング解析することができた。一方 P3 と P1 の結果に対して、予想
される 1:1結合モデルでのフィッティングはうまくいかず、逐次結合モデル（n = 2）を用い
ることでフィッティング解析できることが分かった。これは、ITC 測定の高濃度条件では、
三重鎖形成反応と競合する三重鎖インベージョン結合が起こり、PNA−dsRNA 三重鎖が
PNA∙RNA−PNA 三重鎖へと変換したためと考えられた（「∙」は Hoogsteen 塩基対、「−」は
Watson−Crick塩基対をそれぞれ示す；Li et al., 2010; Nielsen, 2010; Bentin et al., 2006;）。この
ことは、プローブが RNAよりも過剰量存在する濃度域（モル比が > 1.0 の領域）において、
結合に伴う熱量が観測され続けたことに反映されていると考えられる。実際コントロール
PNAでは PNA過剰条件でも、プローブほど熱量は観測されなかった（図 6−9）。しかしなが
ら、逐次結合モデルで解析した場合、三重鎖インベージョン結合に由来すると思われる結合
の会合定数（Kcal ~ 103 M−1）は、三重鎖形成に由来すると考えられる会合定数（Kcal ~ 106 M−1）
よりも 3桁程度小さいことが分かった。このことから、三重鎖インベージョン結合は三重鎖
結合と比較して十分弱いものと判断し、以後の議論では三重鎖形成に由来すると考えられ
る値を用いた。 
各プローブと RNA1 との ITC 測定結果を図 6−9 に、そのフィッティング解析で得られた
熱力学的パラメータを表 6−4にそれぞれまとめた。P3の結合定数は 2.4  107 M−1と算出さ
れた。これは P1 の値（0.79  107 M−1）と比較すると約 3倍大きな値であった。これは蛍光
滴定実験の結果ともよい一致を示した（表 6−3も参照のこと）。熱力学的パラメータに着目
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すると、プローブの結合は、大きな負のエンタルピー変化（H）に駆動されていることが
明らかとなった。これは、三重鎖形成に伴う Hoogsteen 塩基対形成、−スタッキング相互
作用、シトシンのプロトン化と緩衝液分子の脱プロトン化、プローブや RNA のコンフォメ
ーション変化などが反映されているものと考えられた。この大きな負のエンタルピー変化
は、大きな正のエンタルピー項（−TS）に打ち消され、その結果三重鎖形成反応の自由エネ
ルギー変化（G）は負となっていた。これは三重鎖形成 PNA と同様に、プローブの結合反
応でもエンタルピー－エントロピー補償則が働いていることを示唆していた（第四章も参
照のこと）。正に大きな（結合に不利な）エントロピー項は、主にプローブがよりリジッド
な三重鎖構造を形成するため失った運動の自由度が反映されているものと推測される。 
P3 が P1 より大きな Kcal、つまりより負に大きなG を示したのは、熱力学的パラメータ
の比較から P3 のより負に大きなエンタルピー項に起因していた（H = 2.1 kcal/mol）。
P3−RNA1 三重鎖の CD スペクトルは P1−RNA1 のものに類似していたことから（第五章、
図 5−6）、エンタルピー項の違いは三重鎖構造の違いによるもの（例えばらせん構造の違い
に起因する塩基のスタッキングの違いなど）ではないと考えられた（図 6−10）。第五章で示
したように TO 部位がインターカレーションに近い結合様式をとっていると考えると、P3
が P1 と比べてより負に大きなH を示したのは、P3 の TO 部位のスタッキング相互作用が
P1 よりも効果的に働いているためであると推測した。実際に、インターカレータの結合は、
一般にエンタルピー駆動である（Chaires, 2006）。図 6−5 の蛍光応答や、図 6−6 の吸収スペ
クトル変化で示されたように、P3の TO 部位は RNA 二重鎖の塩基とスタッキング相互作用
していることが示唆されていた。それらのデータに基づき、分子モデリングを用いて P3の
TO部位の結合様式を評価し、P1 のものと比較した（図 6−11）。アセチルリンカーで連結さ
れた TO部位を持つ P1 は、TO部位が上下の Hoogsteen塩基対とスタッキング相互作用して
いると考えられる（第五章も参照のこと）。これは FIT プローブの TO 部位が上下の
Watson−Crick 塩基対とスタッキング相互作用するのと類似の結合様式として考えることが
できる（Jarikote et al., 2007）。一方、プロピルリンカーで連結された P3の TO部位は、プロ
ピルリンカーのおかげで TO 部位が対面の RNA 二重鎖部位へ届き、上下の PNA 塩基とだ
けでなく、RNA 二重鎖内の Watson−Crick塩基対と効果的にスタッキング相互作用している
結合様式が、エネルギー的に安定な構造として得られた（図 6−11 左）。この結合様式では、
TO部位が上下の塩基三量体と非常に効果的に相互作用できている様子を観測することがで
きた。このように TO 部位がより効果的にスタッキング相互作用し、プローブと RNA の分
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子間相互作用を高めた結果、P3 の結合親和性が P1 のものよりも向上したと考察した。さら
に、コントロール PNAの三重鎖形成反応の熱力学的パラメータと比較すると、P3 の会合定
数はコントロール PNAのものともほぼ同程度であった。かつ、両者のエンタルピー変化も
同程度の値を示していた（表 6−4）。このことから、TO 擬塩基を導入したことで失われた
Hoogsteen型の水素結合のエネルギーを、P3 の TO部位はその効果的なスタッキング相互作
用でほぼ完全に補てんしたことが示唆された。 
インターカレータの中には、三重鎖へ特異的に結合するものが存在する。これまでに DNA
三重鎖に対して特異的に結合するインターカレータとして、benzo[e]pyridoindole 誘導体
（Mergny et al., 1992）や quinoline誘導体（Eick et al., 2012; Wilson et al., 1993）が報告されて
いる。これらの分子は、塩基対ではなく、三重鎖の塩基三量体と効果的にスタッキング相互
作用することで三重鎖構造を安定化することが知られている。こうした分子の特徴は広い
共役系を有している点であり、これが 2 塩基から成る塩基対よりも 3 塩基から成る塩基三
量体と効果的に相互作用できる。TO においてもその広い共役系が、三重鎖内で上下の塩
基三量体と効果的に相互作用できたと考えた。また塩基三量体は、Hoogsteen 塩基対と
Watson−Crick 塩基対が互いにプロペラ型にねじれており、そうしたねじれ構造にフィット
できるためには、ある程度の回転自由度を持った（unfused）骨格もまた重要であると考えら
れている（Wilson et al., 1993）。TOはメチンリンカーを中心に大きな回転自由度を有してい
る点で、そうした要請にも応えられると推測している。実際に DNA 三重鎖へ TO が強く（K 
~ 106 M−1）結合することが報告されており（Lubitz et al., 2010）、より大きな構造体である四
重鎖構造に対しても結合できることも報告されている（Largy et al., 2010; Lubitz et al., 2010; 
Monchaud et al., 2008）。こうした TO の電子的・構造的特性が、tFIT プローブ内で結合部位
およびシグナリング部位として機能するために重要なのであろう。P3 においては、プロピ
ルリンカーが、TOが上下の塩基三量体が効果的に相互作用できる位置に運ぶ役割を果たし、
TOの結合能を最大限引き出したのではないかと考えられる。 
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(a)                  (b)                  (c) 
 
 
 
 
 
Table 6−4. 各プローブの ITC 測定から得られた熱力学的パラメータ a 
 Kcal (107 M−1) Gobsb (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) −TSobsc (kcal/mol) 
P1 0.79 ± 0.090 −9.38 ± 0.086 −33.1 ± 0.97 23.8 ± 1.0 
P3 2.4 ± 0.23 −10.1 ± 0.047 −35.2 ± 0.51 25.2 ± 0.54 
コントロール PNA 2.3 ± 0.82 −9.94 ± 0.24 −35.5 ± 1.4 25.6 ± 1.7 
a 三回測定の平均値と標準偏差。b Gobs = −RTlnKより算出。Rは気体定数。c TSobs = Hobs − Gobsより算
出。 
  
Figure 6−9. 各プローブと RNA1 との結合反応の ITC 測定結果。(a) P3、(b) P1、(c) コン
トロール PNA 
測定条件：[tFIT probe] or [control PNA] = 70 M, [RNA1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate 
buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
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Figure 6−10. P3 の CD スペクトル。実線：P3−RNA1、点線：RNA1 のみ 
測定条件：[P3] = [RNA1] = 1.0 M or [RNA1] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
Figure 6−11. P3−RNA1 および P1−RNA1の TO 部位の予想される結合様式。上段がプロ
ーブの C 末端側からの視点、下段が横からの視点。緑：TO；オレンジ、PNA；灰色、
RNA；水色、TO部位の対面 G−C 塩基対。（MacroModel、version 10.4、Schrödinger、LLC、
NY）。Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. 
Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
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6. P3 のミスマッチ識別能評価 
P3 のセンシング能をより詳細に調べるため、配列選択性を調べた。ミスマッチ塩基対を 1
つ含む配列：MM1−MM3との三重鎖の Tmを調べてみると、RNA1とのものと比較して 15C
から 35C 減少することが分かった（表 6−5）。またミスマッチ塩基対を 3 つ含む MM4 と
は、三重鎖を形成しなかった。このことは P3が 1塩基対レベルの高い配列選択性を有して
いることを示唆していた。この時の蛍光応答を調べてみると、図 6−12a に示すように、P3
はミスマッチを含む配列に対しては、完全相補配列 RNA1 よりも小さな蛍光応答を示すこ
とが分かった。蛍光強度が減少した原因の一つは、三重鎖の熱的な不安定さに起因するもの
と考えられた。また、もう一つの原因として、ミスマッチ塩基対による局所的なフレキシビ
リティの増加があげられる。第五章で P1 について議論したように、P3 の TO 部位もまた、
近くにミスマッチ塩基対が存在すると、局所的に構造の揺らぎが生じ、その影響で TOが回
転しやすくなり、蛍光強度が減少したものと考えられる。しかし、P1 と比較すると特に隣
接ミスマッチ塩基対に対する蛍光強度の減少は小さく、また、蛍光強度とミスマッチ塩基対
の場所に相関が見られなかった（第五章も参照のこと）。これは図 6−11で示したように、P3
の TO 部位は PNA塩基との分子内スタッキング相互作用が小さく、よって PNA−RNA 間の
ミスマッチに敏感ではなくなったためと推測した。この考えは、隣接ミスマッチ塩基対含有
配列MM1 に対する Tmの減少が（Tm = 15−22C）、P1 のもの（Tm = 26−36C）よりも小さ
くなっていることからも支持された。ミスマッチ含有配列との三重鎖の Tmが低くなること
を利用すれば、蛍光応答における配列選択性を向上させることは可能である。実際、P1 と
同様、測定温度を 60C まで上げてみると選択性は著しく向上した（図 6−12b）。これはミス
マッチ配列との三重鎖が不安定化したためと考えられた。この時、プローブ単体の蛍光強度
が大きく減少するため、light-up 応答度は最大で 470 にも向上した。この考えに基づけば、
さらに低濃度の測定条件でも、室温でより RNA1 選択的な蛍光応答を得ることができると
考えられる。 
 
さらに非特異標的核酸として ctDNA（calf thymus DNA）と rRNA（16S− & 23S−rRNA from 
E. Coli）に対する応答も調べた（図 6−13）。すると P等量の RNA1に対する P3の蛍光応答
は、100 倍等量の ctDNA ならびに rRNA に対するそれよりもはるかに大きいことが分かっ
た。このことは P3 の高い配列選択性、つまり標的配列と結合した時にのみ明瞭な light-up
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応答を示す性質を強く支持する結果であった。ctDNA にはプローブと相補的な配列が数多
く存在すると考えられるが、応答が十分小さかったのは DNA 二重鎖よりも RNA 二重鎖に
対する結合能が高いためであると考えられた。これは三重鎖形成 PNA を基本骨格とする
tFIT プローブの重要な結合特性の一つである（第三章と第五章も参照のこと）。一方 rRNA
中にはデータベース（https://www.arb-silva.de/）で検索する限り、P3 との完全相補配列は確
認されなかったが、rRNA は非常に複雑に折りたたまった高次構造を有している（Gutell et 
al., 1994）。つまり P3 は、標的以外の RNA 高次構造に対してもそれほど応答しないことが
示唆された。また、蛍光応答に大きな pH依存性が見られたのは、非特異応答の原因には二
重鎖形成と三重鎖形成のどちらも寄与していて、pH 5.5では Hoogsteen型の二重鎖形成や三
重鎖形成に由来する非特異応答も加わるために、応答が pH 7.0 の時よりも大きくなったた
めと考えた。一方で P1は ctDNAや rRNA に対しては P3 よりも強く応答してしまうことが
分かった。それでも ctDNA と rRNA は 100 倍等量加えていることを考慮すると、やはり完
全相補的な RNA 二重鎖に対する高い結合選択性と蛍光応答を確認することができた。これ
らの結果から、tFIT プローブは適切な配列設計を行えば高い配列選択性とセンシング能を
有していることが示された。さらに P3 と P1 との比較から、プロピルリンカーを導入して
も TO 部位のみが応答してしまうような非特異結合が促進されてしまう挙動は見られなか
った。 
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(a)                             (b) 
     
 
Table 6−5. プローブと各 RNA二重鎖との三重鎖の融解温度(1C)a  
RNA RNA1 MM1(AU) MM1(CG) MM1(UA) MM2 MM3 MM4 
Tm 76 58 [−18]b 61 [−15]b 54 [−22]b 41 [−35]b 48 [−28]b NDc 
a 二回測定の平均値。b 括弧の中の値は、RNA1 との三重鎖の Tmとの差。c 検出されなかった。 
0
50
100
150
200
250
300
350
F
l.
 I
n
t.
 a
t 
5
4
2
 n
m
 (
a
. 
u
.)
 
RNA1
MM1
AU CG UA
MM2
MM3
MM4
RNA free
0
50
100
150
200
250
300
350
F
l.
 I
n
t.
 a
t 
5
4
2
 n
m
 (
a
. 
u
.)
 
MM1
AU CG UA
MM2 MM3
MM4
RNA freeRNA1
Figure 6−12. P3 の配列選択性。(a) 25C、(b) 60C。用いた RNA 配列と共に示した。プロ
ーブの結合配列を点で、ミスマッチを太字で示し、プローブ TO の結合部位を点線の枠
で囲った 
測定条件：[P3] = [RNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C or 60C. Ex: 514 nm. Reproduced with permission from 
Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & 
Co. KGaA, Weinheim. 
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Figure 6−13. 100倍等量の非特異核酸に対する P3および P1の蛍光応答。(a) P3 + ctDNA、
(b) P1 + ctDNA、(c) P3 + rRNA、(d) P1 + rRNA。黒の実線が pH 5.5、点線が pH 7.0での
応答。コントロールとして、等量の RNA1に対する応答（赤）を示した。 
測定条件：[P3] = 50 nM, [ctDNA] or [rRNA] = 100 equiv. O. D. or [P3] = [RNA1] = 50 nM in 
10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) or 10 mM sodium phosphate buffer solution (pH 
7.0) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
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7. 一本鎖に対する結合能の評価 
天然核酸塩基から成る tFIT プローブでは、三重鎖形成と二重鎖形成が競合する。リンカー
が二重鎖形成に及ぼす影響を評価するため、相補的な一本鎖との二重鎖の融解温度測定を
行った。PNA は一般にアンチパラレル配向の二重鎖（Watson−Crick 型二重鎖、図 6−14a の
配列 B）形成を好むが、pH 酸性条件下ではパラレル配向の二重鎖（Hoogsteen 型二重鎖、図
6−14aの配列 A）も形成するため、どちらの二重鎖も評価した。Tmを表 6−6にまとめた。P1
も P3も、アンチパラレル二重鎖及びパラレル二重鎖を形成した。コントロール PNA の Tm
と比較すると、P1は FIT プローブで既に報告されているように、ほぼ同程度の Tmを示した
（Köhler et al., 2005）。一方、P3 はアンチパラレル型二重鎖では 6Cから 11C、パラレル型
二重鎖では 6C 低下した。二重鎖の不安定化は、おそらくプロピルリンカーで連結された
立体的に嵩高い TO 部位が、二重鎖内にうまく入り込むことができなかったためと考察し
た。実際に、炭素数 2と 5のアルキルリンカーで連結された TO部位を持った FIT プローブ
が形成する二重鎖も不安定化することが報告されている（Köhler et al., 2005）。この不安定化
の度合いは、パラレル二重鎖とアンチパラレル二重鎖で異なっていた。この違いは、二重鎖
の構造が違うことで、TO部位の相互作用もまた異なるためではないかと考えられた。 
プロピルリンカーにより、二重鎖を形成した時の蛍光応答も減少することも分かった。図
6−14bに RNA 一本鎖に対する蛍光応答を、表 6−7には蛍光量子収率をまとめた。P3はアン
チパラレル二重鎖もパラレル二重鎖を形成しても、P1 の半分程度の蛍光強度しか示さなか
った。蛍光応答が小さくなったのは、Tmの結果と同様に、プロピルリンカーで連結した TO
部位が二重鎖構造の中にうまく入り込めず分子内回転が効果的に抑制されなかった結果と
考えられた。その結果蛍光量子収率も、P1と比較して小さく（表 6−7）、三重鎖形成時と比
較しても小さくなっていた（表 6−2）。ここで興味深いことに、二重鎖 RNA に対する蛍光応
答（図 6−7）とは対照的に、一本鎖 RNA に対しては対面塩基が変わっても蛍光応答はあま
りばらつかないことに気付いた（図 6−14aの配列 B−E）。P1 でも P3 でも同様の傾向が認め
られたことから、TO擬塩基のリンカーに依存しない性質のようであった。おそらく二重鎖
形成時には TO 対面塩基は TO の結合にあまり影響しない（TO と相互作用しない）が、三
重鎖形成時には TO と何らかの形で相互作用している、または TO の結合様式に影響を与え
ているのかもしれない。以上の結果から、プロピルリンカーは TO 部位に RNA 二重鎖 vs. 
RNA一本鎖選択性を与えることが示された。 
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(a)                             (b) 
       
 
Figure 6−14. (a) 用いた一本鎖 RNA配列。アンチパラレル RNA はプローブ TO 部位対面の
塩基（太字）が異なる 4種類を用意した。点はプローブの結合部位を示す。(b) 一本鎖 RNA
に対する蛍光応答。 
測定条件：[P3] or [P1] = [ssRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with permission from 
Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. 
KGaA, Weinheim. 
 
Table 6−6. プローブと一本鎖 RNAとの融解温度(1.5C)a 
   アンチパラレル RNA パラレル RNA 
 pH 5.5 pH 7.0 pH 5.5 pH 7.0 
P3 55 46 61 44 
P1 61 57 67 50 
コントロール PNA 61 59 68 52 
a 三回測定の平均値。測定条件：[tFIT probe] or [Control PNA] = [ssRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate 
buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. 260 nmの吸光度変化から Tmを求めた。 
 
Table 6−7. P1と P3のパラレルRNA（Para-ssRNA）およびアンチパラレルRNA（Anti-ssRNA）
結合時の蛍光量子収率 a 
RNA Para-ssRNA 
(A) 
Anti-ssRNA 
(B) 
Anti-ssRNA 
(C) 
Anti-ssRNA 
(D) 
Anti-ssRNA 
(E) 
P3 0.093 0.089 0.081 0.11 0.086 
P1 0.22 0.14 0.12 0.16 0.13 
a 測定条件: [P3] = [ssRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl 
and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 485 nm. 配列の記号 A−E は図 6−14a中の記号と対応。 
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8. プローブ配列の影響 
最後に異なる配列を持つプローブを合成し、プロピルリンカー導入の効果に与える配列の
影響を評価した。そのためにプローブ P1 から P5 とは異なる塩基配列
（H2N−Lys−ctct(TO)ctcc–CONH2）を有し、TO 部位にアセチルリンカー（P6）またはプロピ
ルリンカー（P7）を有するプローブを合成し、それと相補的な配列を有する RNA7 との相
互作用解析を行った。どちらのプローブも RNA7への結合に伴う明瞭な light-up応答を示し
た。しかしその蛍光強度は P6の方がはるかに大きかった。プローブの蛍光は対面塩基対だ
けではなく（図 6−7）、プローブの配列（おそらく上下塩基対）にも大きく依存することが
示唆された。これに対し、蛍光滴定実験から結合定数を見積もったところ、P7 は 2.0  0.62 
nMと求まり、これは P6（8.7  1.4 nM）よりも 4.4倍小さいことが分かった。これらの結果
から、TO 部位の蛍光応答は配列の影響を強く受ける可能性が示唆されると同時に、プロピ
ルリンカーの導入はプローブの結合親和性を向上させる汎用性のある手法であることが示
唆された。 
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Figure 6−15. (a) RNA7の配列と P6および P7 の構造式。(b) P6（青）と P7（赤）の蛍光
滴定。1:1結合に基づくフィッティング曲線を実線で示した 
測定条件：[P6] or [P7] = 35 nM, [RNA5] = 0−200 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim. 
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9. 結論 
第五章で開発した tFIT プローブは RNA 二重鎖へ配列選択的に結合し、light-up 応答を示す
初めての蛍光プローブとして機能することを示した。一方 TO擬塩基をアセチルリンカーで
PNA骨格へと連結する分子設計は、TO を本当の意味で「擬塩基」として導入する、つまり
チミンやシトシンと同じようにアセチルリンカーを介して PNA骨格に塩基部位を連結する
ものであるが、TOを導入していない PNA と比較して結合親和力（融解温度や会合定数）が
減少することが分かった。TO 部位が結合反応の邪魔をせずに、その一方で結合に伴う light-
up 応答を示すことが、tFIT プローブ設計上最も好ましい。そこで本章では、TO 擬塩基と
PNA 骨格を連結するリンカーをやや長いものにし、プローブが三重鎖を形成すると TO 部
位が対面の RNA 二重鎖部位と効果的に相互作用できるような分子設計を行うことで、プロ
ーブの結合親和力を向上させ（て TO 未修飾の PNA の結合親和力へと近づけ）ることを目
指した。かつ、tFIT プローブは相補的な一本鎖とも安定な二重鎖を形成するため、リンカー
があることで三重鎖内での TO の結合は促進されるが、二重鎖内での TOの結合は不安定化
することを期待した。 
TO 擬塩基のリンカーとして、炭素数が 2 から 5 のアルキルリンカーを導入した一連の
tFIT プローブを合成すると、リンカーはプローブの結合能と TO部位の蛍光応答に大きな影
響を与えることが分かり、プロピルリンカーを導入したプローブ：P3 が、第五章で開発し
たアセチルリンカーを導入したプローブ：P1 よりも大きな結合定数と蛍光応答を示すこと
を見出した。この時、TO擬塩基は三重鎖形成に伴う蛍光応答やユニバーサル塩基としての
結合能を保持していた。ITC 測定と分子モデリング計算から、結合親和性の向上は P3の TO
部位が P1のものと比較して、上下の塩基三量体とより効果的にスタッキング相互作用でき
るためであることが示唆された。さらに、プロピルリンカーを導入したことで TO 部位が二
重鎖構造内にフィットできなくなり、一本鎖 RNAへの結合親和性と蛍光応答は狙った通り
減少したため、プローブの RNA 二重鎖 vs. RNA一本鎖結合選択性も向上した。このように
蛍光団である TO 擬塩基部位にも二重鎖 vs. 一本鎖識別能を付与することで、プローブ全
体として RNA 二重鎖に対する選択性を向上させることに成功した。本章で開発した P3 と
第五章で開発した P1 を比較したものを下の表にまとめた。 
P3 と P1 の比較から、アルキルリンカーを導入することでプローブの結合親和性と蛍光
応答を共に大きくできることを見出した。つまり TO 擬塩基のリンカーは、結合親和性と蛍
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光応答のどちらにも寄与することが分かる。これは TO がより効果的にスタッキング相互作
用するほど結合を強める方向に働き、これは TO の平面性も高めるので蛍光応答も大きくな
るためと考えられる。TOの性質ゆえ、結合親和性と蛍光応答が両立するのであろう。一方
で、P3 は P1と比較して配列選択性が低下し、特に隣接のミスマッチに対して敏感ではなく
なった。これは TO 部位がリンカーを介すると上下の PNA 塩基とスタッキング相互作用し
づらくなるためと考察した。つまりアルキルリンカーでは、配列選択性と結合親和性は必ず
しも両立しない。しかしながら、例えばリンカーとしてよりリジッドで上下の PNA塩基と
も効果的にスタッキング相互作用できるような共役系構造（ベンゼン環のような構造）を
導入し、TO部位とリンカー部位をうまくカップリングさせることができれば、配列選択性
も結合親和力ならびに蛍光応答と共に向上させることができるかもしれない。 
 
Table. P3と P1の結合能と蛍光特性比較 
P3  P1 
76−85* 融解温度（三重鎖；C） 80−90* 
44−61* 融解温度（二重鎖；C） 57−67** 
2.2−2.8* 解離定数（三重鎖；
nM） 
13−23* 
0.11−0.48* 蛍光量子収率（三重鎖） 0.083−0.48* 
0.081−0.11** 蛍光量子収率（二重鎖） 0.12−0.22** 
○ 配列選択性 ◎ 
◎ RNA二重鎖 vs. RNA 一
本鎖選択性 
○ 
*TO 部位の対面塩基対が A−U、G−C、C−G、U−Aの 4種類の配列（RNA1−RNA4、図 5−2a）に対する値
をまとめたもの。**TO の対面塩基が Gでプローブと相補的なパラレル配向の二重鎖を形成する RNA一本
鎖と、TOの対面塩基が G、A、C、Uの 4種類の配列（図 6−14a）と相補的なアンチパラレル配向の二重鎖
を形成する RNA一本鎖との値をまとめたもの。 
 
 P3が特定の TO対面塩基を有する RNA 二重鎖と三重鎖形成する際に、特徴的な蛍光スペ
クトル形（560 nm付近のピーク）を示した結果から、TOが三重鎖のようなリジッドな環境
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に（強制的に）結合した時、これまで知られていなかった分光特性を示すことも分かった。
tFIT プローブは TOを任意の場所へと強制的に結合させることができるため、三重鎖構造に
位置した TO がどういった分光特性を示すかを調べる手法にもなり得る。FIT プローブは
PNA骨格も DNA骨格も報告されていることから、PNA−dsRNA三重鎖や PNA−dsDNA三重
鎖、DNA−dsDNA 三重鎖など様々な種類の三重鎖構造内での TOの分光特性を調べるツール
としても、TO 擬塩基を用いる分子設計が利用できるであろう。 
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11.  実験項 
RNA：使用した RNA はすべて株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 > 90%）に依頼合成したもの
を使用した。RNA1−RNA4、MM1−MM4 の配列・データは第三章から第五章の実験項に示したので、そち
らを参照のこと。ctDNAと rRNAは購入したものをそのまま用いた。 
RNA7: 5’− GGG AGA GGA GGA UUU UUC CUC CUC UCC C −3’ 
ssRNA (parallel): 5’− GGA GCG GCG GGA −3’ 
ssRNA (antiparallel_G): 5’− AGG GAG GAG AGG −3’ 
ssRNA (antiparallel_A): 5’− AGG GAA GAG AGG −3’ 
ssRNA (antiparallel_C): 5’−AGG GAC GAG AGG −3’ 
ssRNA (antiparallel_U): 5’−AGG GAU GAG AGG −3’ 
ctDNA: Deoxyribonucleic acid sodium salt from calf thymus, Type 1, fibers（D1501、生化学関連試薬、CAS: 
73049−39−5、Sigma−Aldrich） 
rRNA: 16S- and 23S-ribosomal from E. Coli MRE600（10206938001、Size: 1,500 b & 2,900 b、保存緩衝液: 100 
mM NaCl, 10 mM Tris−HCl, 1.0 mM MgCl2, pH 7.5、Sigma−Aldrich） 
 
RNAの定量・保存は第二章、アニーリングは第三章の実験項で示した通りに行った。 
 
色素部位の合成：色素部位: TO-Cm-COOH（m = 2−5）は既報と第五章の実験項の操作に基づき合成した。
なお TO-C3-COOH のみ、私の修士論文で示したスキームに基づき合成した（佐藤貴哉、平成 25年）。NMR
と MSデータはすべて報告済みである。ここではデータのみ再掲載する。 
 
TO-C2-COOH 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  (ppm) = 8.78 (d, 1H), 8.64 (d, 1H), 8.13 (d, 1H), 8.04 (d, 1H), 7.93 (dd, 1H), 7.79 
(d, 1H), 7.73 (dd, 1H), 7.61 (dd, 1H), 7.43 (dd, 1H), 7.34 (d, 1H), 6.92 (s, 1H), 4.77 (t, 2H), 4.01 (s, 3H), 2.79 (t, 2H).  
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C21H19N2O2S]+ 363.11; Found 363.15 [M]+ 
 
TO-C3-COOH 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): (ppm)  8.80 (d, 1H), 8.62 (d, 1H), 8.21 (d, 1H), 8.06 (d, 1H), 8.01 (dd, 1H), 
7.80−7.73 (m, 2H), 7.63 (dd, 1H), 7.41 (dd, 1H), 7.37 (d, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.61 (t, 2H), 4.20 (s, 3H), 2.41 (t, 2H), 2.07 
(m, 2H). 
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C22H21N2O2S]+ 377.13; Found 377.30 [M]+ 
 
TO-C4-COOH 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  (ppm) = 8.80 (d, 1H), 8.63 (d, 1H), 8.14 (d, 1H), 8.05 (d, 1H), 8.00 (dd, 1H), 7.79 
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(d, 1H), 7.75 (dd, 1H), 7.63 (dd, 1H), 7.42 (dd, 1H), 7.38 (d, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.61 (t, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.28 (t, 2H), 
1.87 (m, 2H), 1.58 (m, 2H) 
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C23H23N2O2S]+ 391.15; Found 391.45 [M]+ 
 
TO-C5-COOH 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): (ppm) = 8.81 (d, 1H), 8.64 (d, 1H), 8.15 (d, 1H), 8.05 (d, 1H), 7.99 (dd, 1H), 
7.81−7.74 (m, 2H), 7.62 (dd, 1H), 7.43 (dd, 1H), 7.38 (d. 1H), 6.94 (s, 1H), 4.60 (t, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.20 (t, 2H), 1.86 
(m, 2H), 1.55 (m, 2H), 1.38 (m, 2H) 
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C24H25N2O2S]+ 405.16; Found 405.15 [M]+ 
 
プローブ合成：プローブ合成は第五章と同じく、divergent 固相合成で行った。具体的には主鎖を伸長後、
色素導入部位へあらかじめ導入しておいた Fmoc-aeg(Alloc)-OH ユニットの Alloc 基で保護された 2 級アミ
ノ基と、TO-Cm-COOH とをカップリングした。 
TO-C1-COOH のカップリングでは PyBOP をカップリング剤として用いたが（第五章も参照のこと）、リ
ンカー長が長い TO-Cm-COOH でも PyBOP が機能することが分かった。したがって各色素は、5 等量の色
素と 5 等量の PyBOP、15 等量の DIEA を DMF 中で活性化したものをカップリングに使用した。すべての
カップリング反応において、色素の溶解性を高めるために色素と等量の PPTSを加えた。なお、TO-Cm-COOH
はカップリング剤として、HBTU を用いてもカップリング効率は高いことが分かった。経験的には HBTU
でカップリングした方が粗生成物の HPLC 精製が容易であった。色素のカップリング効率を比較すると、
TO-C1-COOH が最も悪かった。カップリング後のレジンの洗浄では、レジンに吸着した色素が多いためか、
何度も洗浄しなければならなかったことから、TO-C1-COOH の溶解性の低さがカップリング効率の低下の
大きな原因の一つであると考えられた。 
プローブ（P2−P5）: プローブ: H2N−Lys−tctc(TO)mtccc−CONH2、m = 2−5 
RNA7 に対するプローブ（P6 & P7）: H2N−Lys−ctct(TO)kctcc−CONH2、k = 1、3 
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プローブの HPLC精製は第五章の実験項で示した通りに行い、下記のグラジエント条件で行った。 
P2−P5：アセトニトリルを 50分間で 0%から 50%となるように変化させた。保持時間：26.3 分（P2）、27.8
分（P3）、27.7分（P4）、27.8 分（P5）。 
P6 & P7：アセトニトリルを 40分間で 4%から 40%となるように変化させた。保持時間：28.5 分（P6）、26.7
分（P7）。 
 
単離精製したプローブは MALDI-TOF-MS（ABSciex）で確認した。マトリックスには -CHCA飽和水溶液
を使用した。 
 
Table S6−1. プローブの質量の理論値と実験値 
プローブ 分子式 理論質量（[M]+） 実験値（[M]+） 
P2 C114H147N44O30S 2645.112 2645.184 
P3 C115H149N44O30S 2659.127 2658.978 
P4 C116H151N44O30S 2673.143 2672.900 
P5 C117H153N44O30S 2687.159 2686.865 
P6 C113H145N44O30S 2630.089 2630.097 
P7 C115H149N44O30S 2659.127 2659.165 
 
各プローブは第五章の実験項に示した手順で母液を調製し、分注保存した。下に各プローブ水溶液の吸収
スペクトルを示した。P6と P7は酢酸緩衝液中（pH 5.5）1.0 M の吸収スペクトルを示した。 
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TO 部位の吸収はプローブの上下塩基対の影響を受けやすいようで、P6と P7では他のプローブに比べて
TO 部位の吸収が小さかった。それは特に P7で顕著であった。 
 
吸収測定・蛍光測定・分子モデリングは第五章、ITC 測定は第三章の実験項に示した通りに行った。 
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1. プローブ設計 
一連の 6-mer tFIT プローブ（H2N−Lys−ctc(TO)nct−CONH2、n = 1−5: P1−P5、図 7−1）は、第
五章と第六章で述べたスキームで固相合成した。第六章ではプロピルリンカーが tFIT プロ
ーブの結合親和性を向上させるのに最適であることを示したが、PNA の長さが変わると結
合親和力を向上させるのに効果的なリンカー長も変わる可能性があったため、本章でもア
ルキルリンカーの炭素数を 1 から 5 まで変えた一連のプローブを設計・合成し結合能を評
価した。得られたプローブは逆相 HPLC で単離精製し、MALDI-TOF-MS で同定した。合成
の詳細は省略し、HPLC と質量分析の結果のみを実験項に記載する。用いた RNA 二重鎖は、
第五章と第六章で用いたものと同じで、プローブ TO 部位の対面塩基が異なる 4種類を用い
た（図 7−2）。 
 
 
 
 
 
 
Figure 7−1. プローブの構造 
Figure 7−2. 用いた RNA配列。色つきはプローブ TO部位の対面塩基対を示す 
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2. 三重鎖形成と蛍光応答の評価 
一連のプローブの蛍光応答を図 7−3 に示した。すべてのプローブは単体ではほぼ無蛍光で
あった。これは TO 部位が単体では励起状態でねじれた構造をとることで励起エネルギーが
無輻射失活するためと考えられた。一方、pH 5.5において RNA1、RNA2、RNA3および RNA4
を添加すると、いずれのプローブも明瞭な light-up 応答を示した。こうした蛍光応答は pH 
7.0では、若干の応答が見られるものの、pH 5.5の時と比較すると極めて小さかった。結合
の化学量論を蛍光 Job’s プロットで調べると、図 7−4 に示すように、P1 と RNA1 の結合の
化学量論は 1と求まった。これらのことから、観測された蛍光応答は三重鎖形成に伴うもの
であることが示唆された。第五章と第六章で示した 9 塩基長の tFIT プローブと同様、6 塩
基長のプローブ P1−P5 の TO 部位も三重鎖構造にインターカレーションし、回転運動が阻
害されることで蛍光応答を示したと考えられた。 
プローブの蛍光応答は TO 部位対面塩基対とリンカー長に大きく依存することが分かっ
た（図 7−3 & 7−5）。P1 では RNA1に対してやや応答は小さいが、RNA2、RNA3、RNA4 に
対してはほぼ同程度であった。それに対し非常に興味深いことに、リンカー長が 2以上のプ
ローブでは、TO 部位対面がピリミジン－プリン塩基対となる RNA3 および RNA4 に対し
て、TO 部位対面がプリン－ピリミジン塩基対となる RNA1および RNA2よりも大きな蛍光
応答を示すことが分かった。n = 3、4、5のリンカー長を有する P3から P5では特に顕著で、
例えば 100 nMの濃度条件で、P3−RNA4三重鎖においては 239もの light-up応答度が得られ
た（RNA存在下での蛍光強度 / RNA非存在下での蛍光強度）。 
各プローブの解離定数を調べることで、蛍光強度増大の原因の一つが結合親和性の増大
に起因することが明らかとなった。プローブの濃度を一定にし、RNA 濃度を変化させたと
きの蛍光強度をプロットし（図 7−6）、1:1結合に基づくフィッティング解析を行って見積も
られた各プローブの解離定数を表 7−1 にまとめた。P1 を見てみると、RNA1 から RNA4 に
対し、1.4−8.7 Mとややばらつきはあるものの、同程度の解離定数を示すことが分かった。
蛍光応答の結果と併せて考えると（図 7−3）、TO 擬塩基は 6 塩基長の tFIT プローブにおい
ても蛍光性のユニバーサル塩基として機能していることが示唆された。これとは対照的に
P2 以外のプローブ：P3、P4、P5 は、P1 よりも小さい解離定数を示すことが分かった。そ
れは特に RNA3と RNA4に顕著であり、P3 では P1 と比較して最大で 22倍も解離定数が小
さくなっていた。今回調べたプローブの中では P3 の解離定数が最も小さく、RNA3に対し
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ては 87 nM、RNA4に対しては 51 nMと、nMオーダーの非常に強い結合能を獲得している
ことが分かった。これらの値は、TO 部位を持たない 6 塩基長の三重鎖形成 PNA で報告さ
れている値よりも、少なくとも 2桁小さな値であった（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2011; 
Li et al., 2010）。リンカー導入による結合親和性の向上は、既に第六章で考察しているよう
に、TO 部位が対面の RNA 二重鎖部位とより効果的にスタッキング相互作用することでプ
ローブと RNA二重鎖の分子間相互作用が大きくなったことによるものと考えられた。プロ
ピルリンカー導入による結合親和力の増大効果は、9塩基長のプローブよりも 6塩基長のプ
ローブでのほうが顕著であった。 
RNA二重鎖（ステム）部位を狙う合成小分子は、インターカレータ、グルーブバインダ、
静電相互作用で結合するカチオン性分子に大別できる（Thomas and Hergenrother, 2008）。い
ずれも特定の RNA二重鎖を識別する結合能（構造選択性や配列選択性）に乏しく、かつ結
合親和性もMオーダーの解離定数を示すものがほとんどである。そうした意味で、本章で
開発した 6 塩基長の P3 は、短い RNA 二重鎖構造へと配列選択的に、かつ強く結合できる
点が非常に特徴的である。RNA 二重鎖への配列選択性獲得は三重鎖形成を利用した点によ
るが、従来の TFO では 6 塩基という短い三重鎖形成は成し得なかった（Devi et al., 2015）。
安定な三重鎖を形成できる三重鎖形成 PNA では、6 塩基から 8 塩基長の三重鎖形成は報告
されているものの、ピリミジン－プリン塩基対を含む配列への強力な（nMオーダーの解離
定数での）結合は未だ達成されていないものであった（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2011; 
Li et al., 2010）。 
以上の結果から、リンカーを導入することで当初の目的であった短い三重鎖形成 PNAの
結合親和性を大幅に向上させることに成功した。プロピルリンカーが 6-mer の tFIT プロー
ブの結合親和性を著しく向上させた結果は、tFIT プローブの長さに関わらず、リンカー導入
が結合親和性向上を成しうる手法であることを示すものであった。加えて、非常に興味深い
ことに、炭素数 3から 5のアルキルリンカーを導入したプローブ（P3−P5）が、思いがけず
対面ピリミジン－プリン塩基対含有配列に対する結合選択性と選択的蛍光応答を示すこと
が分かった。以下では 6 塩基長という短い tFIT プローブの TO 部位がいかに効果的に結合
に寄与しているかに焦点を当てて結合解析を進め、同時に TO 対面のピリミジン－プリン塩
基対に対する結合選択性の原因についても考察した。 
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Figure 7−3. プローブの蛍光応答。(a) P1、(b) P2、(c) P3、(d) P4、(e) P5。RNA1：赤；
RNA2、青；RNA3、緑；RNA4、黒。pH 5.5は太い実線、pH 7.0 は太い点線、プローブ
単体は細い黒の実線（pH 5.5）と点線（pH 7.0）でそれぞれ示した 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 100 nM or [tFIT probe] = 100 nM in 10 mM sodium acetate 
buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. 
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Figure 7−4. P1 と RNA1 との蛍光 Job’sプロット。XRNA = [RNA]/([Probe]+[RNA]) 
測定条件: [P1] + [RNA] = 10 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. 
Figure 7−5. プローブ蛍光強度比較。RNA1：赤；RNA2、青；RNA3、緑；RNA4、黒；
プローブ単体、白。 
測定条件: [tFIT probe] = [RNA] = 100 nM or [tFIT probe] = 100 nM in 10 mM sodium acetate 
buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. エ
ラーバーは三回測定の標準偏差を表す。 
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Figure 7−6. 各プローブの蛍光滴定。(a) P1、(b) P2、(c) P3、(d) P4、(e) P5。RNA1：赤；
RNA2、青；RNA3、緑；RNA4、黒。実線は 1:1結合に基づくフィッティング曲線。縦軸
には各プローブの蛍光スペクトルの蛍光極大波長をプロットした 
測定条件: [tFIT probe] = 1.0 M, [dsRNA] = 0.0−5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. 
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Table 7−1. プローブの解離定数 (nM)a 
 P1 P2 P3 P4 P5 
RNA1 8700 [620] 12000 [400] 1100 [13] 2200 [262] 1600 [170] 
RNA2 2900 [310] 29000 [770] 620 [28] 2600 [312] 2700 [15] 
RNA3 1400 [130] 9300 [280] 87 [6.6] 230 [0.69] 490 [31] 
RNA4 2500 [190] 6600 [77] 51 [6.5] 520 [37] 660 [40] 
a 三回測定の平均値。括弧の中の値は標準偏差を示す 
  
第七章 
 
p. 261 
  
3. CDスペクトル測定 
まず結合に伴う構造変化を調べるため、CDスペクトルを測定した。図 7−7の黒線で示すよ
うに、RNA1 から RNA4 はいずれも A 型構造に特徴的な CD スペクトルを示した。ここへ
プローブを添加すると、P1 と P3 は共に結合に伴い 263 nmの正のピーク強度がわずかに減
少した（図 7−7 赤と緑）。P3 結合に伴う CD 強度の減少は、P1 でのものよりもわずかに大
きかった。また、P3においては RNA3や RNA4と結合した時にのみ、1−2 nm程度のレッド
シフトも観測された。しかし全体としてはいずれのプローブにおいても、9塩基長の tFIT プ
ローブで見られたような劇的な構造変化は見られなかった（第五章と第六章も参照のこと）。
したがって 6 塩基長の tFIT プローブの結合では、形成した三重鎖は A 型構造の CD スペク
トル特徴を示す点で 9 塩基長の tFIT プローブと類似していた。同時に、P3のピリミジン－
プリン塩基対含有配列への選択的な結合能は全体の構造の変化によるものではなく、より
局所的な、おそらく TO部位周辺の構造変化に起因するものと考えられた。 
そこで次に TO 部位周辺の局所的な構造変化について調べるために、ICDスペクトルを測
定した。プローブ単体ではアキラルな TOの吸収帯に ICD スペクトルは見られなかった（図
7−8黒点線）。しかし RNAを添加すると、どちらもプローブの TO部位も、RNA1 から RNA4
のいずれの RNA とも ICD スペクトルを示した（図 7−8実線）。これはプローブがキラルな
三重鎖構造を形成し、そこへ TO 部位が結合したことでキラルな環境を感じているためと考
えられる。その強度は非常に小さく、図 7−9の分子モデリング結果に示すように、TO 部位
のインターカレーション様の結合様式を示唆していた（Berova et al., 2000; Petty et al., 2000）。
ICDスペクトルの形はプローブと結合する RNAとリンカー長によって異なることが分かっ
た。P1 はいずれの RNAとも、535 nm付近に負のピーク、485 nm付近に正のピークを持つ
負のコットン効果を示した。これは P3が RNA1や RNA2と結合した時も同様であった。通
常 TO が核酸二重鎖へ結合する際に観測されるコットン効果は、溝で複数分子の TO が会合
することで生じる励起子カップリングに起因すると解釈される（Petty et al., 2000）。しかし、
今回の系ではプローブとRNAの結合の化学量論は 1:1と実験的に示唆されている（図 7−4）。
またプローブ 1分子中には、TOは 1分子しか導入されていない。したがって今回の系にお
いては、観測されたコットン効果は TO同士の励起子カップリングによるものではないと考
えられる。観測されたコットン効果は原因をはっきり示すことは現時点で得られたデータ
からは困難であるが、その可能性の一つとしては、例えば TO部位の結合様式としてインタ
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ーカレーションと溝への結合（グルーブバインディング）が混在していることが挙げられる
（Ikeda and Okamoto, 2008）。これらとは対照的に、P3 が RNA1や RNA2と結合した際、コ
ットン効果は観測されず、TO 部位の吸収極大波長と一致した、正のピークのみが観測され
た。このことは、P3−RNA1 と P3−RNA1 の TO 部位では、主にある 1 つの結合様式が支配
的であることを示唆しているのではないかと考えられた。これらの結果から明らかなよう
に、TO部位の結合様式は、アルキルリンカーの長さと対面塩基類の種類によって大きく影
響を受けることが明らかとなった。この結果 TO 部位の蛍光応答や上下塩基対との相互作用
が変化し、結果としてプローブの結合親和性や蛍光応答の違いとして現れたのではないか
と推測した。 
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Figure 7−7. P1（緑）と P3（赤）の結合に伴う RNAの CDスペクトル変化。(a) RNA1、
(b) RNA2、(c) RNA3、(d) RNA4。RNA単体の CDスペクトルを黒で示した 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 10 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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Figure 7−8. P1（a）と P3（b）の ICDスペクトル。RNA1：赤；RNA2、青；RNA3、緑；
RNA4、黒 
測定条件: [P1] = [RNA] = 20 M or [P3] = [RNA] = 50 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
Figure 7−9. P3−RNA3 の TO 部位の予想される結合様式。プローブ C末端側からの視点。
橙：PNA；緑：TO、灰：RNA、青：TO対面の C−G塩基対。プロピルリンカーをピンク
で示した 
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4. 蛍光寿命測定 
TO部位の蛍光種を詳細に調べるために蛍光寿命測定を行った。蛍光寿命測定は核酸二重鎖
へ結合した TO の蛍光種の解析法として、TOの類縁体 TO-PRO-1（Netzel, 1995）、核酸一本
鎖へコンジュゲーションした TO（Privat et al., 2002）の蛍光種やその結合様式の考察に利用
されてきた。DNA 一本鎖と結合する PNA FIT プローブや、RNA 一本鎖と結合する DNA FIT
プローブ中のTO部位の蛍光種も報告されている（Hövelmann et al., 2014; Jarikote et al., 2007）。
しかし三重鎖構造に結合する TOの蛍光寿命を測定した例はこれまでにない。したがって蛍
光寿命測定を行うことで、tFIT プローブの結合と蛍光応答に寄与する TO部位の分光特性・
結合特性をより詳しく議論できると考えた。 
今回の測定にあたっては、東北大学理学研究科化学専攻の福村裕史教授、柴田穣先生らの
蛍光寿命測定系をお借りした（Mohamed et al., 2016）。サンプルの励起には、励起光源とし
てチタン・サファイアレーザを用い、TOを直接励起できる 460 nm（第二周波）を励起波長
に選んだ。サンプルからの蛍光はポリクロメータへと導入した。本系の装置応答関数の幅 
[width of the instrumental response function (IRF)] は、1 nsスケールでは 14 ps（非結合プロー
ブ解析時）、5 ns スケールでは 43 ps（プローブ－RNA 三重鎖解析時）であった。すべての
測定試料は十分なシグナルが得られるように、500 秒から 1000 秒積算した。この間 TO 部
位のスペクトル形に変化はなく、測定後に再度同様の条件で測定を行っても得られた光子
数に大きな現象は見られなかったことから、TO部位の退色は十分小さいものと考えられた。
得られた生データを図 7−10 と図 7−11 に示した。得られた蛍光シグナルは TO 部位の蛍光
スペクトル幅（510−700 nm）で観測されたが、水のラマンバンド（530−560 nm）がシグナル
に重なってしまうため、560−660 nmのシグナルを解析に用いた。 
プローブ単体の蛍光寿命の生データを図7−10a、7−11a、蛍光寿命曲線を図7−12に示した。
得られた蛍光寿命曲線に対し単一寿命成分を仮定したフィッティング解析を行うと、得ら
れた実験結果を再現できなかったため、複数寿命成分を考慮したモデルを用いて解析を行
った。具体的には下の式 7−1に基づき、蛍光寿命とその振幅 aを見積もった。 
𝐹(t) = ∑ 𝑎𝑖𝑒
(−𝑡 𝜏𝑖⁄ )𝑛
𝑖                       （式 7−1） 
ここで F(t)は蛍光強度の時間変化、n は成分数、下付きの i は i 成分目をそれぞれ示す。す
ると 3成分（i = 3）を仮定したフィッティング解析を行うことで実験結果をよく再現できる
ことが分かった。得られた三成分は、表 7−2 にまとめたように、1（0.001 ns に固定）、2
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（0.029 for P1、0.056 for P3）、3（0.28 for P1、1.2 for P3）となった。ここで最も速い寿命成
分 1は、実際のフィッティング解析からは 1 ps程度かそれ以下の寿命と算出されたが、1 ns
レンジにおける IRFよりも速いことから、寿命も振幅も正確に求めることができなかった。
しかしこの速い成分抜きではフィッティング解析がうまくいかないことから、非常に速い
成分 1は考慮する必要があると判断した。そのため、解析においては1を 0.001 nsと固定し
た。フィッティングで見積もられた成分 1 の振幅 a1は正確ではないので、相対振幅の計算
には用いなかった。この速い減衰は、TO部位と水分子との衝突によるものに起因するもの
と考えられた。これはプローブ TO部位が一本鎖状態では溶媒分子に暴露されていると考え
られるためである。実際に水分子は 1ピコ秒スケールで拡散運動しており（Pal et al., 2002）、
他のシアニン色素の速い減衰成分にも、同程度の寿命成分が報告されている（Fürstenberg et 
al., 2006）。一方、成分 1よりも長い寿命成分 2と成分 3は、部分的に PNA塩基と相互作用
した TO部位に起因するものと考えられた。これは TO が一本鎖核酸へ結合した状態に近い
ものと推測した（Nygren et al., 1998）。 
プローブと RNA の混合試料においては、プローブの結合親和力を考えると、プローブ
−RNA三重鎖（結合状態）とプローブ単体（非結合状態）が混在していると考えられた。そ
こで得られた蛍光寿命曲線のフィッティング解析では、非結合状態のプローブの存在も加
味した多成分フィッティング解析を行った。具体的には非結合状態のプローブに主に起因
する成分 1 から成分 3 に加えて、さらに 1 または 2 成分を追加した、計 4 または 5 成分フ
ィッティング解析を行った。ここで、成分 1 から 3 の寿命と振幅は固定し、次の式を用い
た。 
𝐹(t) = A ∙ {𝑎1𝑒
(−𝑡 𝜏1⁄ ) + 𝑎2𝑒
(−𝑡 𝜏2⁄ ) + 𝑎3𝑒
(−𝑡 𝜏3⁄ )} + ∑ 𝑎𝑘𝑒
(−𝑡 𝜏𝑘⁄ )𝑚𝑘     （式 7−2） 
ここで mは結合することで現れる成分を示し、m = 1 または 2としてフィッティング解析し
た。A は RNA 混合時に存在する結合していないプローブの割合を補正するための定数であ
る。 
しかしこの式 7−2 に基づいてフィッティング解析を行ったところ、いずれの試料につい
ても A の値が 1 以上になることが分かった。プローブ単体では A = 1 であり、プローブが
RNA へ結合すればプローブ単体を測定した時よりも非結合状態のプローブの量は小さくな
るので、A < 1 となることが予想される。しかし実際フィッティング解析では A > 1 となっ
てしまったことから、今回の測定結果は式 7−2 では再現できないことが示唆された。この
第七章 
 
p. 267 
  
原因として、プローブ－RNA 三重鎖試料を測定する条件がプローブ単体を測定するときよ
りもレーザ強度を 10 分の 1 にしたこと（プローブ単体と比べて非常に光るため）、かつプ
ローブ単体は結合状態のプローブと比較して蛍光強度が非常に小さいことではないかと考
えた。その結果、今回の測定条件では非結合状態のプローブ由来の蛍光シグナルは、プロー
ブ－RNA 三重鎖由来の蛍光シグナルと比較して無視できるほど小さかったのではないかと
考えた。つまり式 7−2において、本質的には A ≠ 0 であるものの、実際は A ≈ 0 としてもよ
いとする考え方である。 
そこで新たにプローブ－RNA 三重鎖の寿命曲線に対しても、式 7−1 の多成分フィッティ
ング解析を適用した結果を表7−2にまとめた。蛍光寿命の生データは図7−10 b−e、7−11 b−e、
蛍光寿命曲線を図 7−13、図 7−14に示した。いずれの三重鎖試料に対しても 3 成分のフィッ
ティング式（式 7−1、i = 3）でうまく解析できることが分かった。いずれの錯体でも、プロ
ーブ単体で見られた非常に速い成分 1 は見られなくなり、速い成分 2 と中間成分 3 に加え
て、新たに遅い成分 4 が現れた。RNA への結合に伴い成分 1 が見られなくなったのは、こ
れが水分子との衝突に起因する成分に主に起因し、プローブが三重鎖を形成したことで TO
部位が三重鎖の中へ入り込み、水分子がアクセスできなくなったためと考察した。この成分
は仮にプローブ TO 部位が三重鎖構造へと取り込まれても完全に消えるとは限らず、かつ非
結合状態のプローブの寄与も存在すると考えられるが、上記の議論のように蛍光強度とし
ては非常に弱いためにほぼ観測されなくなったものと考えた。一方三重鎖を形成すると、非
結合状態のプローブでは観測されなかった長い寿命成分 4 が新たに現れた。これらの結果
から、RNA との錯形成により励起状態の TO の非常に速い減衰チャンネルが閉じると同時
に、新たに長い寿命成分が現れたことがプローブ TO 部位の light-up応答につながったこと
が示唆された。なお、寿命成分 2 と 3 は RNA 結合時と非結合時で同程度の値を示したが、
これらは異なる化学種であると考えられるため、値が近かったことは単なる偶然であると
考えている（表 7−2）。結合によって生じた寿命成分 4は、DNA二重鎖へインターカレーシ
ョンした TO類縁体に報告されている値と同程度であったことから、おそらくインターカレ
ーションしたTO種に由来するものであると考えられた（Jarikote et al., 2007; Privat et al., 2002; 
Netzel, 1995）。これは tFIT プローブの結合様式ならびに蛍光応答機構を支持するものであっ
た。 
各寿命成分に着目すると、プローブが RNA と三重鎖を形成すると、寿命成分 2の相対振
幅 a2が減少し、寿命成分 4の相対振幅 a4が増大する傾向が見られた。これが顕著であるほ
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ど、すなわち a2がより減少し a4がより増大するほど TO 部位の平均蛍光寿命<  >も大きく
なっていた（表 7−2）。一方、寿命成分 3 の相対振幅 a3は RNA の種類による差はあまり見
られなかった。蛍光スペクトル測定から得られた各プローブと各 RNA との蛍光強度と、蛍
光寿命をプロットしたものが図 7−15 である。ここから明らかなように、TO 部位の蛍光強
度の RNAによるばらつき（大小）は、その平均蛍光寿命の大小で説明できることが分かっ
た。一般に蛍光量子収率と最安定励起一重項状態の蛍光寿命には比例関係が認められる。
tFIT プローブ内の TO においても同様の関係が成り立つのであろう。寿命が長い成分ほど蛍
光量子収率が大きいため、その成分の相対振幅が大きいことが蛍光強度の増大に寄与して
いることが示唆された。ただし、フィッティング解析から得られた相対振幅は、各寿命成分
の相対的に存在割合を必ずしも反映しない点には注意が必要である。これは、各寿命成分が
異なる蛍光量子収率を有するためである。ここまでをまとめると、プローブ－RNA 三重鎖
中の TO部位には複数の蛍光種が存在していて、それらの存在比がプローブ全体の蛍光応答
（強度）を決定づけていることが明らかとなった。 
これらのデータは TO部位の結合様式を考える上でも重要な情報である。複数の化学種が
観測された結果は、TO 部位が三重鎖構造内で異なる蛍光特性を有した複数の異なる結合様
式をとっていることを示唆していた。Carlsson らは TO の類縁体で、ベンゾチアゾール環が
ベンゾオキサゾール環に置換された YO（oxazole yellow）について、DNA 二重鎖へ結合し
た際には 1.65 ns / 3.63 nsの 2成分が観測され、グリセロール中では 20Cで 1.29 nsの 1成
分が存在することを報告している（Carlsson et al., 1994）。ただし、後者に関しては 2成分フ
ィッティングでも解析でき、これが分子内回転によりコンフォメーションが異なる寿命の
広がり（幅）に起因するのか、あるいは蛍光寿命の異なる化学種が存在するのかを区別する
のは困難である点を指摘している。また、Seitz らは TO-PRO-1 もポリビニルアルコールフ
ィルム中において 1.38 ns / 3.6 ns の 2成分の寿命を示すことを報告している（Jarikote et al., 
2007）。おそらく、1−1.5 ns と 3.5 ns 辺りの寿命成分は、粘性の高い（回転運動が抑制され
る）条件に存在するシアニン色素に特有のものであると予想される。これに対し、DNA 二
重鎖へ結合した TO-PRO-1は 3成分、DNA−PNA 二重鎖へ結合した TO-PRO-1 は 4成分の蛍
光種が報告されている（Netzel, 1995）。しかし(dAdT)10に対しては 0.41 ns / 1.77 ns、(dGdC)10
に対しては 1.36 ns / 3.02 ns と、共に 2成分ではあるため、配列に依存する点にも注意が必
要であるが、(dAdT)10に関しては 0.41 nsという短い寿命成分が観測されている。TOと TO-
PRO-1の違いはカチオン性の側鎖の有無であり、蛍光寿命の違いは、この側鎖もリン酸基と
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の静電結合するために TO 部位の結合様式が単体の時と変わったことによると考えられる。
同様に、一本鎖 DNA に連結した TO や、FIT プローブ内の TO もまた類似の挙動を示すこ
とが報告されている。例えば DNA 一本鎖と二重鎖を形成する FIT プローブでは、~0.3 ns / 
1−1.5 ns / 3−4 ns の 3 成分が報告されている（Jarikote et al., 2007）。一本鎖 DNA の内部に
−(CH2)10−で連結した TOは、形成した二重鎖に結合し~0.2 ns / 0.5−1 ns / ~2.5 ns / 5 ns の 4成
分を示すことが報告されている（Privat et al., 2002）。こうした不均一な蛍光種は、不均一な
結合様式に起因するものと考えられ、tFIT プローブの場合は TO が PNA に組み込まれるこ
とで三重鎖構造内へと強制的に結合させられて生じるものと考えられる。核酸結合性ペプ
チド（zinc finger）にコンジュゲーションした TOもまた、DNA へ結合すると、蛍光強度の
異なる不均一な結合様式を示すことが報告されている（Thompson, 2007; Daniel et al., 2000）。
おそらく、限られたコンフォメーションで限定された空間への結合を強いられると、本来の
インターカレーションよりも蛍光性でない TO種が存在しやすくなるのであろう。過去の研
究から、TO の量子収率はねじれ角と強く関連していることが知られている（Fürstenberg et 
al., 2006; Sundström and Gillbro, 1981）。今回の結果と照らし合せて考えると、長い寿命成分 4
は TO が平面に近い構造をとって効果的に RNA 塩基とスタッキング相互作用している結合
様式をとる TO 種で、一方速い寿命成分 2はそれと比較して比較的弱く結合していてキノリ
ン環とベンゾチアゾール環のねじれが大きな TO 種に対応しているのではないかと推測し
た。これらの成分は図 7−16に示したように、対面塩基対の種類に影響を受けるような結合
様式であることが予想される。対照的に、寿命成分 3は対面塩基対にはあまり敏感でない結
合様式（例えば溝へ結合する様式）なのであろう。寿命成分 4 の相対振幅が相対的に高い
P3−RNA3 と P3−RNA4 では、蛍光強度に加えて、結合親和性も大きかった。おそらくこの
成分は TO 部位が効果的にインターカレーションできる化学種であり、他の寿命成分と比較
すると RNA 塩基との相互作用がより効果的に働いている結合様式であると予想される。し
たがって、その結果結合親和性も向上したのではないかと推測した。これには、TO 部位が
プロピルリンカーで連結されていることが重要であることは第六章で示したことであり、
TO 部位が RNA 二重鎖部位と効果的にスタッキング相互作用することを助けていると考え
られる。さらに、TO 対面塩基対がピリミジン－プリン塩基対であることも TO 部位の結合
に重要な因子であることは明白である。 
現段階では詳細な結合様式に言及できるほどのデータを持っていないが、TO 部位の結合
様式に関して一言コメントしておくと、対面塩基対は例えばバルジ構造をとり TO 部位とス
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タッキング相互作用するような結合様式（通常のインターカレーションに近い様式）が可能
性として考えられる。この場合対面塩基対が TOとのスタッキングパートナーとなりうるた
め、その結合に大きく影響することが予想される。また、TO部位によって対面塩基対のフ
リップアウトが誘起される様式も考えられる（第五章も参照のこと）。インターカレータが
結合することでピリミジン塩基が二重鎖からフリップアウトすることは、他の分子でも報
告されている。脱塩基部位や T−T ミスマッチに結合する分子である macrocyclic bisacridine
は、結合に伴い対面のチミン塩基のフリップアウトを誘発する（David et al., 2003; Jourdan et 
al., 1999）。A−A ミスマッチへ結合する naphthyridine−8-azaquinoloneでも、シトシン塩基が二
重鎖からフリップアウトする（Nakatani et al., 2005）。この場合対面塩基対のフリップアウト
のしやすさが塩基の種類によって違う可能性があるため、TOの結合のしやすさに影響を与
えることが予想される。 
最後に、第六章で示したように、9 塩基長の tFIT プローブでは、本章の 6 塩基長の tFIT
プローブとは異なり、明瞭なピリミジン－プリン選択性は蛍光応答・結合親和性のいずれの
点においても観測されなかった。おそらく、プローブが長いと PNA塩基部位の結合が非常
に強いために（K  107−8 M−1）、TO 部位の結合がプローブ全体の結合親和性には大きく影響
を及ぼさなかったものと推測される。一方で蛍光強度には大きなばらつきが見られた点は、
TO 部位の蛍光応答、すなわち TO を構成する 2 つのヘテロ環の回転しやすさは対面塩基対
の種類により敏感である結果であったと推測した。また、プロピルリンカーを導入すると、
9 塩基長の tFIT プローブではアセチルリンカーのプローブよりも結合親和力が TO 対面塩
基対に依らず 6 倍から 10 倍程度向上したのに対し、6 塩基長の tFIT プローブでは 4.5 倍か
ら最大 22 倍向上していた。つまり今回の 6 塩基長という短い tFIT プローブでは、TO 部位
の結合能も蛍光応答も対面塩基対の影響をより受け、かつプローブ全体の結合に対してよ
り大きな役割を果たしているようである。 
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Figure 7−10. P1 の蛍光寿命測定の生データ。(a) RNA 非存在下、(b)−(e) RNA結合時。(b) 
RNA1、(c) RNA2、(d) RNA3、(e) RNA4 
測定条件: [P1] = [dsRNA] = 5.0 M or [P1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at room temperature. Ex: 460 nm. 
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Figure 7−11. P3 の蛍光寿命測定の生データ。(a) RNA 非存在下、(b)−(e) RNA結合時。(b) 
RNA1、(c) RNA2、(d) RNA3、(e) RNA4 
測定条件: [P3] = [dsRNA] = 5.0 M or [P3] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at room temperature. Ex: 460 nm. 
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(a)                           (b) 
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Figure 7−12. P1 (a)と P3 (b)の RNA 非結合時の蛍光寿命曲線。赤が実際に観測された蛍
光強度の時間変化、青が多成分フィッティング式に基づくフィッティング曲線をそれ
ぞれ示す 
Figure 7−13. P1の RNA結合時の蛍光寿命曲線。(a) RNA1、(b) RNA2、(c) RNA3、(d) 
RNA4。赤が実際に観測された蛍光強度の時間変化、青が多成分フィッティング式に基
づくフィッティング曲線をそれぞれ示す 
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Figure 7−15. 蛍光強度と平均蛍光寿命の関係 
Figure 7−14. P3 の RNA 結合時の蛍光寿命曲線。(a) RNA1、(b) RNA2、(c) RNA3、(d) 
RNA4。赤が実際に観測された蛍光強度の時間変化、青が多成分フィッティング式に基
づくフィッティング曲線をそれぞれ示す 
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Figure 7−16. 各寿命成分の相対振幅の比較 
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Table 7−2. 光寿命（ns）と相対振幅 a 
Probe RNA 1 (a1)
b 2 (a2) 3 (a3) 4 (a4)   
c 
P1 ------- 0.001 0.029 (0.93) 0.28 (0.07)   
 RNA1  0.049 (0.63) 0.41 (0.27) 2.1 (0.10) 1.4 
 RNA2  0.045 (0.75) 0.39 (0.15) 2.5 (0.10) 1.9 
 RNA3  0.031 (0.89) 0.29 (0.077) 2.8 (0.033) 1.9 
 RNA4  0.027 (0.80) 0.30 (0.10) 3.0 (0.10) 2.6 
P3 ------- 0.001 0.056 (0.94) 1.2 (0.06)   
 RNA1  0.071 (0.44) 0.60 (0.16) 3.3 (0.40) 3.1 
 RNA2  0.093 (0.34) 1.4 (0.27) 5.2 (0.39) 4.5 
 RNA3  0.064 (0.64) 0.41 (0.21) 2.8 (0.15) 2.2 
 RNA4  0.070 (0.57) 0.40 (0.19) 3.1 (0.24) 2.7 
a各寿命と相対振幅（括弧内の値）。測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 5.0 M or [tFIT probe] = 5.0 M in 10 
mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at room temperature. Ex: 
460 nm. b フィッティングのために τ1 = 0.001 と固定した。ここで見積もられた a1は正確ではないため、プ
ローブ単体の相対振幅はこれを除いて計算した。 c <  >: 平均蛍光寿命。〈𝜏〉 = (𝑎1 ∙ τ1
2 + 𝑎2 ∙ 𝜏2
2 + 𝑎3 ∙ 𝜏3
2)/
(𝑎1 ∙ 𝜏1 + 𝑎2 ∙ 𝜏2 + 𝑎3 ∙ 𝜏3)より計算した。 
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5. 結論 
第五章で開発した tFIT プローブ設計に、第六章では TO 擬塩基と PNA 骨格との間にプロピ
ルリンカーを導入することで結合親和性を向上できることを示した。本章ではより短い tFIT
プローブについてもリンカーを導入した TO 擬塩基を組み込むことで、結合親和力を向上さ
せることを狙った。RNA 二重鎖を狙う場合、二重鎖構造（ステム）はしばしばバルジやル
ープ構造が介入するため、平均 4−6塩基長程度と短い（Andronescu et al., 2008）。こうした短
い配列は一次配列としてみた場合には、ある RNA分子に特異的な配列として見つけるのは
困難である。これは RNA 全塩基数に対して、4 種類の塩基の組み合わせが、6 塩基長程度
（46通り）では少なすぎるためである。しかし、例えば HIV-1 RNAゲノム上の programmed 
−1 ribosomal frameshift stimulatory部位のペアピン構造の 6塩基二重鎖配列：5’-GGA AGG -
3’/3’-CCU UCC-5’はゲノム上では他に見つからない（Devi et al., 2014）。つまり、RNA 配列
も二重鎖構造をとるという制約のもとでは特異性が非常に高まり、短い配列でも十分狙う
ことのできる特異配列となることを示唆している。こうした観点から、短い三重鎖形成 PNA
はある特定のRNA二重鎖構造を狙う分子として用い得ることを示している。確かに Rozners
と Chen らのグループによって最短 6 塩基長の三重鎖形成 PNA が安定な三重鎖を形成しう
ることが示されているが（Devi et al., 2014; Li et al., 2010）、これは 6塩基長のホモプリン配
列に対してであり、ピリミジン－プリン含有配列に対しての解離定数はMオーダーと、そ
れほど強くなかった（Zengeya et al., 2011; Li et al., 2010）。したがって、実際に RNA を狙う
ためには、短いピリミジン－プリン含有二重鎖配列に対して nMオーダーの解離定数を獲得
することは重要な課題である。 
実際に 6 塩基長の三重鎖形成 PNA に、プロピルリンカーを介して TO 擬塩基を組み込ん
だ tFIT プローブは、TO 部位の対面にピリミジン－プリン塩基対を有する RNA 二重鎖配列
に対し解離定数 100 nM以下の強力な結合親和性を示すことを見出した。これは TO擬塩基
を導入していない未修飾 PNAと比較して 100倍近く大きな値であった。これは tFIT プロー
ブの分子設計を用いることで、ピリミジン－プリン塩基対を有する短い RNA 二重鎖配列へ
三重鎖形成 PNA が強く結合できる（解離定数が nM オーダーである）ことを示した初めて
の結果であった。さらに興味深いことに、プロピルリンカーを導入すると、TO 部位対面ピ
リミジン－プリン含有配列に対して、より結合親和性と蛍光応答が増大することが分かっ
た。三重鎖形成反応における TO部位の役割を詳細に検討したところ、結合親和性と蛍光応
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答の増大は、TO部位の局所的な結合様式に起因していることが示唆され、それは蛍光寿命
測定から複数の TO 蛍光種の相対的な存在割合によって決まることが示唆された。今回の 6
塩基長の tFIT プローブが、TO 対面ピリミジン－プリン塩基対に対して強く結合できること
を示した結果は非常に興味深く、TO擬塩基がどのような結合様式で三重鎖内に位置してい
るのか、より詳細な構造解析の重要性を示すデータでもある。 
蛍光寿命で得られた結果は、RNA 三重鎖構造へ結合する TO の分光学的特性に関する新
しい知見でもあった。核酸染色剤としてよく知られている TO であるが、RNA に結合した
TO の蛍光寿命特性を調べた報告はほとんどない。そうした意味で、今回のデータは RNA、
それも三重鎖構造へと結合した TO の蛍光特性や結合特性を、寿命測定で明らかにしたもの
である。 
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7. 実験項 
RNA：使用した RNA1−RNA4 は第四章の実験項で示した。 
 
プローブ：プローブは第五章と第六章で示した方法で固相合成し、逆相 HPLCで精製後 MALDI-TOF-MS で
同定した。下に各プローブの粗生成物の HPLCプロフィールと MALDI-TOF-MS スペクトルを載せた。 
 
吸収スペクトル・蛍光スペクトル・CDスペクトル測定は第三章と第五章で示した通りに行った。 
 
蛍光寿命測定：蛍光寿命測定はモードロックのチタン・サファイアレーザ（Mai Tai、スペクトラ・フィジ
ックス株式会社、東京）とストリークカメラ（C10627、浜松ホトニクス株式会社、静岡）を用いて行った。
試料溶液が入った 3 mm  3 mmの石英セルをレーザで励起し、蛍光をポリクロメータへと導入した。この
時装置応答関数の幅は、1ナノ秒の解析スケールでは 14ピコ秒、5ナノ秒の解析スケールでは 43ピコ秒で
あった。実験は室温（およそ 20C）で行った。積算時間は 500秒から 1000秒とした。測定中に TO部位が
光退色していないかを確かめるために、測定は 1ナノ秒スケール → 5ナノ秒スケール → 1 ナノ秒スケー
ルと 3 回続けて測定し、各測定で TO 由来の蛍光シグナル強度の減少が十分小さいことを確認した。フィ
ッティング解析は Igor pro version 4.01（Wavemetrics Inc.、Lake Oswego、OR）上で行った。 
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プローブの HPLC精製は第五章の実験項で示した通りに行い、下記のグラジエント条件で行った。 
アセトニトリルを 50分間で 3%から 60%となるように変化させた。 
保持時間：P1, 22.4 min、P2, 28.4 min、P3, 28.6 min、P4, 29.2 min、P5, 30.9 min 
単離精製したプローブは MALDI-TOF-MS（ABSciex）で確認した。マトリックスには-CHCA 飽和水溶液
を使用した。 
 
Table S7−1. プローブの質量の理論値と実験値 
プローブ 化学式 理論質量（[M]+） 実験値（[M]+） 
P1 C82H105N30O20S 1861.78 1861.79 
P2 C83H107N30O20S 1875.80 1875.75 
P3 C84H109N30O20S 1889.81 1889.70 
P4 C85H111N30O20S 1903.83 1903.86 
P5 C86H113N30O20S 1917.85 1917.88 
 
各プローブは第五章の実験項に示した手順で母液を調製し、分注保存した。下に各プローブ水溶液の吸収
スペクトルを示した。 
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1. 本博士研究で開発した合成分子と RNA二重鎖の相互作用解析 
RNA の二次構造がタンパク質の翻訳や RNA 局在化、遺伝子発現調節機構といった生化学的機
能に重要であることは、第一章で述べたように、様々な研究によって明らかになってきている。
中でも二重鎖構造（ステム）は最も頻繁に見られる二次構造の一種であるが、それを合成小分子
で選択的に認識しようとする試みはそれほど行われてきておらず、開発に成功した分子も少ない。
今までに開発されてきた RNA 二重鎖（dsRNA）結合分子は、RNA 二重鎖中に頻繁に現れるルー
プやバルジといった二次構造や、主溝の静電ポテンシャルを分子認識場として利用する分子がほ
とんどであり、完全に塩基対形成した二重鎖構造へ結合する分子の例は極めて少ない。しかしな
がら、RNA二重鎖へ結合する分子の結合特性を正しく理解し、新しい結合分子を合理的に開発す
るためには、結合分子－RNA 二重鎖間の相互作用を詳細に解析し、結合親和性・選択性・化学量
論・結合機構に関する情報を明らかにすることが重要である。 
本博士研究で開発した Py-AA-TO（第二章）は、オーバーハング構造という siRNA に特徴的な
二次構造と近傍の二重鎖構造を結合反応場として、完全相補な小分子 RNA 二重鎖である siRNA
へ選択的に結合する分子であった。また三重鎖形成 PNA（第三章と第四章）は、RNA二重鎖構造
の主溝側に突き出た Watson−Crick 塩基対の水素結合ドナー・アクセプターと、塩基選択的な
Hoogsteen型水素結合を形成することで、二重鎖の配列を直接読み取る分子であった。tFIT プロー
ブ（第五章から第七章）は三重鎖形成 PNAに TOを擬塩基として組み込んだ蛍光プローブで、三
重鎖形成に伴い蛍光応答を示す分子であった。いずれもミスマッチや他の二次構造を含まない
RNA 二重鎖を標的としている点が、これまで開発されてきた RNA 結合分子にあまりないため、
その相互作用解析データは多くの知見を与えてくれた。 
開発した分子群の相互作用解析は、分光学的手法（吸収スペクトル、CD スペクトル、蛍光スペ
クトル、蛍光寿命測定）、熱力学的手法（等温滴定カロリメトリ）、速度論的手法（ストップトフ
ロー）、計算化学的手法（分子モデリング）、生化学的手法（電気泳動）を駆使して、様々な観点か
ら詳細にかつ包括的に行った。 
 
第二章で開発した Py-AA-TO は、オーバーハング 2 塩基という分子認識の標的として難しい構
造へ選択的に結合する合成分子を開発するという分子認識の化学的なチャレンジ精神と、医薬と
して本来の姿と機能を有するナチュラルな siRNAをラベル化する目的に開発した分子である。Py-
AA-TO は siRNA に特有の 3’末端 2 塩基オーバーハングへ PNA 部位で塩基選択的に結合し、TO
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部位が近傍の二重鎖構造へインターカレーションすると考えられる。siRNA を選択的に認識する
ために、二重鎖部位も含めたオーバーハング構造を狙うという新しい結合様式を開拓し、siRNA
選択的な合成分子を世界に先駆けて開発することに成功した。一般にわずか 2 塩基の塩基対形成
はエネルギー的に不利であり、核酸化学を行う者であれば、一見すれば末端で水分子に暴露され
たオーバーハング塩基とのWatson−Crick型の水素結合形成を利用したオーバーハング塩基認識は
非常に困難であると予想するであろう。しかしながら、このわずか 2 塩基のオーバーハング構造
を、電荷中性の PNA を用い、かつ TO 部位のインターカレーションを併用することで達成した。
Py-AA-TOは TO 部位のインターカレーションに伴い明瞭な light-up（オフ－オン）応答を示した。
オーバーハング 2塩基の識別は、プローブ PNA部位をシトシンにすると、GG オーバーハング塩
基に選択的な蛍光応答を示すようになったことから、確かに Watson−Crick塩基対形成に基づくも
のであることが示唆された。オーバーハング構造に対する結合親和性は、解離定数で 3.5 Mと見
積もられ、一般的なインターカレータの結合親和性と同程度の値であることが分かった。つまり
結合の大部分は TO 部位の寄与によるものであることが示唆された。一方他の RNAへの非特異結
合も顕著な TO 部分が、PNA 部位の塩基選択的な結合を反映した蛍光応答を示すのは、ピレン部
位と TO部位が分子内スタッキング初期構造をとり、モレキュラービーコンのような結合様式（自
己閉環構造が解消して siRNA へ結合）をとるためであると考えられる。これはインターカレータ
のような二重鎖へ結合するが、特定の RNAへの選択性を持たない分子を骨格に利用した RNA結
合分子開発していく際に活用できる分子設計および結合様式と言える。Py-AA-TO が確かにオー
バーハング構造に結合していることを構造解析法で示すことは、分子認識や核酸化学の分野にお
いてインパクトを与える研究課題になり得ると考えている。比較的弱い結合親和性を考慮すると、
結晶化や NMR 解析は困難かもしれないが、より結合親和性が強いプローブの改良体を用いれば
あるいは可能かもしれない。 
 
第三章では、三重鎖形成 PNA と RNA 二重鎖／DNA 二重鎖の三重鎖形成反応を調べ、PNA が
DNA 二重鎖よりも RNA二重鎖と強く結合する原因を明らかにした。まず、三重鎖の融解温度（Tm）、
熱力学的パラメータ（Kcal、H、S、Cp）、会合速度定数（kon）を全て求め、また CD スペクト
ル測定や電気泳動実験を行い、結合反応の類似点・相違点を定量的に議論した。中でもPNA−dsRNA
三重鎖形成反応が素早く進行することを、konを求めることで定量的に初めて示した。konについて
は、その後最近の報告で同程度の kon が他のグループによって報告されている（Hnedzko et al., in 
press; Endoh et al., 2016a）。Tmに与える分子クラウディングの影響、Cp（比熱容量変化）を調べた
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のもこれが初めてであり、水和が三重鎖の安定性に影響する重要な因子であることを示した。得
られた結果から、PNA−dsDNA 三重鎖は PNA−dsRNA 三重鎖と比較して、DNA 鎖を含むために相
対的に不安定化し、かつ大きな構造変化とエネルギー的に不利な会合過程を示すことを明らかに
した。従来の TFO（三重鎖形成オリゴヌクレオチド）の三重鎖形成反応との比較も議論に含める
と、PNA による RNA 二重鎖結合選択性には、（1）RNA 二重鎖のリジッドでかつアクセシビリテ
ィに乏しい主溝へと結合するために、フレキシブルで塩基と骨格のカップリングが弱い PNA 特有
の性質が重要であり、（2）二重鎖本来のらせん構造の違いや糖パッカリングの性質の違いが重要
であると結論付けた。RNA 二重鎖結合選択性が本質的に配列に依らず、構造的な原因に帰結され
るという結果は、一見当たり前の結果にも思えるものであり、分光学的・熱力学的手法に重きを
置いた本章の実験データからは、結合様式を実際に「見て」いないために、データに基づいても
っともらしい結合様式を推測した結果に、ややあいまいさを感じる部分もあるであろう。しかし、
RNA二重鎖に対する結合選択性に注目をして、これまで調べられてこなかったデータも求めて定
量的に、かつ包括的に（様々な視点から）結合選択性の原因を議論したことに本章の研究の意義
があると私は考えている。得られた結果は、もちろん核酸認識分野一般に興味深いものであり、
PNAによる核酸認識機構の理解を広げるものでもある。一方で、本章の結果にはまだ不透明な部
分も残されており、例えば水和が三重鎖の安定性に与える影響を理解するためには、水分子の出
入りを結晶構造解析やMD（分子動力学）計算等で定量的に評価することが望ましい。PNA−dsRNA
三重鎖の結晶構造や NMR 構造解析研究も、核酸化学や分子認識化学、超分子化学に極めて大き
なインパクトを与えるはずである。 
 
第四章では、PNA と RNA 二重鎖の三重鎖形成反応を、特にその結合機構とミスマッチ塩基対
の影響を明らかにすることを目的として解析した。本章では結合機構を明らかにするために、ス
トップトフローを用いて会合過程の活性化エネルギー（Eon）を初めて調べた。また、各熱力学的
パラメータ（Kcal、H、S）と konに与えるミスマッチ塩基対の影響を調べた。これらのデータか
ら、PNA による三重鎖形成反応は従来の TFO による三重鎖形成や、通常の二重鎖形成と同様に、
nucleation−zipping モデルに基づく反応機構で進行することを初めて見出した。その核形成は配列
中のどの部位でも起こり、伸長方向に方向性がない点は、PNA 特有の性質であった。さらに熱力
学的パラメータの温度依存性から、三重鎖形成反応は PNAの初期構造の変化と、二重鎖との結合
反応がカップリングした反応機構であることを示し、三重鎖形成反応における PNA の初期構造の
考察の重要性も指摘した。ミスマッチを含む配列に対しては、kon とH が特に小さくなることが
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分かり、これらのパラメータが結合親和力や配列選択性に重要なパラメータであることを明らか
にした。本章ではミスマッチ塩基対を配列の中央あるいはそれぞれの末端に導入することで、結
合反応機構を解明し、ミスマッチ塩基対が配列選択性や安定性に及ぼす影響の全体像に光を当て
た。PNA−dsRNA 三重鎖形成反応の熱力学的・速度論的パラメータは、Roznersらのグループと私
の他には調べられていないのが現状であり、本章の実験データは速度論と熱力学を包括的に調べ
たという意味でも貴重である。しかし、核酸の結合反応の安定性や配列選択性には、配列が大き
く影響するため、それを定量的にかつ網羅的に理解するためには本章のような数種類の配列の相
互作用解析だけでは足りないもの事実である。高価な RNAを扱うため、膨大な配列の組み合わせ
を調べることは予算的にたやすいことではない。しかし、将来 PNA を内在性の RNA 二重鎖を狙
う分子として活用する需要が高まるとき、いかに配列選択性が高く、標的特異的で望まれない非
特異結合を回避する PNA配列を設計できるかは、本章のような熱力学的あるいは速度論的パラメ
ータを集約したデータ（ベース）が重要となる。そうした意味で、本章の結果が将来の三重鎖形
成 PNA の基礎的データ研究を刺激する結果になると考えている。 
 
第五章では、三重鎖形成 PNA の結合特性を生かし、RNA 二重鎖を配列選択的に検出する蛍光
プローブ: tFIT プローブを開発した。TOを擬塩基として組み込んで得られた tFIT プローブの結合
能を Tm測定で評価し、そのセンシング能を蛍光応答・応答の時間変化・配列選択性という観点か
ら検討した。tFIT プローブは標的 RNA二重鎖と安定な三重鎖を形成し、TO部位のインターカレ
ーションに伴う明瞭な light-up応答を示すことが分かった。三重鎖形成の konを調べると、プロー
ブは PNA骨格が本来有する速い会合特性（第三章の結果より）を保持しており、三重鎖形成反応
を核酸二重鎖（ここでは RNA 二重鎖）のリアルタイム検出へと応用できることを初めて示した。
またプローブはわずか一塩基対のミスマッチを含む配列と三重鎖を形成しても大きく熱的安定性
が低下することから、極めて高い配列選択的を有していることも分かった。これは TO 部位の蛍
光応答にも反映されており、（特に TOの隣接部位に）ミスマッチを含む三重鎖を形成すると、蛍
光応答は完全相補な三重鎖形成時と比較して小さくなることから、一塩基対レベルのセンシング
能を有していることが明らかとなった。これは RNA 二重鎖を合成蛍光分子で配列選択的にセン
シングした初めての結果であった。さらに TO 部位は、いかなる対面塩基対とも同程度の結合親
和性で結合できる性質を示すことを見出した。この性質から、TO擬塩基は三重鎖形成反応では標
的にするのが困難なピリミジン－プリン塩基対含有配列を狙うための分子ツールとなることを明
らかにした。従来の RNA結合プローブは標的 RNAの一本鎖部位の配列を読み取ることを検出原
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理としており、二重鎖を組む配列に対しては結合することができなかった。従来この点は RNA検
出プローブの欠点として認識されており、RNA二重鎖を可視化するというコンセプト自体ほとん
ど注目を集めてこなかった。こうした背景から、三重鎖形成 PNA の結合特性を存分に利用して、
RNA 二重鎖構造へ直接結合し検出する tFIT プローブを開発したことに本章の意義がある。加え
て、従来の三重鎖形成反応は熱的安定性が低く、会合過程も速度論的支配を受けることから、蛍
光プローブとしての応用は難しかった。つまり PNA を活用してこそ、二重鎖のリアルタイム蛍光
検出を可能とした点は、三重鎖形成反応の応用分野をセンシング領域へと拡張という、本章の重
要な成果である。 
 
第六章では、TO 擬塩基を導入したことで減少した結合親和性を向上させ、かつ一本鎖 RNAに
対する結合親和性を落とすことを目的に、TO 擬塩基と PNA 骨格をアルキルリンカーで連結した
一連の tFIT プローブを開発し、その相互作用解析を行った。tFIT プローブの結合能とリンカーの
効果を評価するため、Tm算出と蛍光測定（定常蛍光スペクトル、蛍光量子収率）を行い、プロピ
ルリンカーを導入したプローブが安定な三重鎖を形成し、かつもともとの第五章で開発したアセ
チルリンカーを導入したプローブよりも TO 部位が大きな蛍光応答を示すことが分かった。熱力
学的パラメータ（Kcal、H、S）の算出と分子モデリング計算から、プロピルリンカーで連結した
TO は三重鎖内で効果的に RNA二重鎖部位とスタッキング相互作用できることで、プローブの結
合親和性が向上し、TO 部位の平面性も高くなり蛍光応答が大きくなったことが示唆された。ミス
マッチ含有配列との三重鎖は熱的に大きく不安定化することから一塩基レベルの配列選択性は維
持されていたことが分かったが、蛍光応答は（特に隣接部位の）ミスマッチ塩基対にあまり敏感
ではなくなることが分かった。これらの結果から、プロピルリンカー導入は結合親和性と蛍光応
答の増大に共に寄与するが、配列選択性とは両立しないことが分かった。相補的な一本鎖 RNA と
の二重鎖形成は、プロピルリンカー導入により TO 擬塩基が二重鎖構造にフィットしないため不
安定化し、RNA 二重鎖 vs. RNA 一本鎖選択性が向上することを見出した。TO 擬塩基を蛍光団と
して導入した tFIT プローブは、導入前と比較して結合親和性が落ちてしまったが（第五章）、プロ
ピルリンカーを導入することで導入前とほぼ同程度の結合親和力を示すまでに結合親和性を向上
できるという本章の結果は、第五章の tFIT プローブの分子設計で明らかになった課題を克服でき
たことを示している。TO擬塩基をプロピルリンカーで連結することで、蛍光団かつ RNA 二重鎖
結合分子として機能する TO 部位にも、PNA 部位と同様の RNA 二重鎖 vs. RNA 一本鎖選択性を
付与できる本章の結果は、今後一本鎖 RNA が競合する細胞内アプリケーションへと展開してい
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く上で重要な性質になると期待できる。 
 
最後に第七章では、第五章で開発した tFIT プローブに、第六章で示したプロピルリンカーを導
入する手法を用いて、ピリミジン－プリン塩基対含有 RNA 二重鎖に強く結合する短い tFIT プロ
ーブを開発した。設計したわずか 6塩基長の tFIT プローブは、ピリミジン－プリ塩基対を含む配
列に 100 nM以下の解離定数で強く結合することを示した。これは TO擬塩基を活用し（第五章）、
かつプロピルリンカーで TO 擬塩基を連結することで（第六章）はじめて達成できる結果であっ
た。興味深いことに、本章で開発した 6 塩基長の tFIT プローブは、TO 部位の対面がピリミジン
－プリン塩基対である時、プリン－ピリミジン塩基対よりも蛍光応答と結合親和性が大きく増大
することを見出した。CDスペクトル測定と蛍光寿命測定から、TO 部位の局所的な結合様式が観
測された結合選択性の原因になっていることを突き止めた。特に蛍光寿命測定から、三重鎖構造
内に TO の蛍光種は複数存在し、その相対的な比が蛍光強度（と結合親和性）を決めることを明
らかにした。6 塩基という短さで、かつピリミジン－プリン含有配列に対して安定な三重鎖を形
成するという本章の結果は、従来の三重鎖形成の知見では考えられないことであり、PNAによる
核酸認識の可能性をさらに広げるものである。6塩基という短い配列を実際に用いようとすると、
標的を一本鎖 RNA とした場合には一つの特異的標的配列を決めることが難しいが、標的が RNA
二重鎖をとるという制約の中では、ある RNA 種の中で一つの特異的な配列を見つけることが可
能である。本章の結果はどの程度まで短い PNA が RNA 二重鎖と強く結合できるかという分子認
識・核酸化学の分野の化学的興味で進めた側面もあるが、一方で tFIT プローブが天然の極めて短
い RNA 二重鎖モチーフを狙う分子ツールになり得ることを示したのが本章の意義である。これ
に加えて、RNAあるいは三重鎖構造に結合した TO の蛍光寿命を調べた例はほぼないため、蛍光
寿命測定データは TO の分光学的特性に関する貴重なデータでもある点も本章の重要な成果であ
る。 
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2. RNA二重鎖検出と分析化学的意義 
第二章：Py-AA-TO は siRNA へ結合する世界初の蛍光プローブであり、また、RNA 特有の二次構
造へ結合しそれを蛍光検出できる他に例のない合成分子である。第二章の最も大きな成果の一つ
は、そうした RNA 結合性蛍光プローブを用いて、生細胞内でイメージングに成功した点である。
従来の RNAイメージング法は一本鎖 RNAの配列を読み取るオリゴヌクレオチドや蛍光タンパク
質をベースとしたものがほとんどであり、RNA二次構造や二重鎖構造を狙うようなシステムでは
なかった。そのため、従来のシステムでは siRNAを解析対象とした蛍光プローブを構築すること
はできない。より視野を広げてみると、RNAへ選択的に結合する合成小分子蛍光プローブの報告
はあるが、これらが細胞内イメージングへ適用できることを示した例は、例えばグアニン四重鎖
のような非常に特徴的な構造を狙った分子で報告されているのみで（Laguerre et al., 2015）、RNA
二重鎖を狙ったものとしては事実上ない。Py-AA-TO を用いて siRNA という特定の RNA 二重鎖
を選択的に可視化できたことは、従来法とは一線を画した全く新しい RNA イメージングコンセ
プトを提示できた重要な結果と言える。 
さらに siRNA の分析法という観点からも、Py-AA-TO を用いたイメージング解析法は画期的で
ある。従来は解析対象となる siRNAが合成分子であることを利用して、あらかじめ蛍光色素を共
有結合で修飾した siRNA ミミックを用いてきた。これは分解によって遊離した色素からの擬陽性
シグナル見ている可能性や、色素がタンパク質と siRNAとの相互作用を阻害し、siRNA本来のサ
イレンシング活性を低下させるという問題点をはらんでいた。これに対し、Py-AA-TO をアフィニ
ティラベル化剤として活用する手法は、医薬として本来の姿と機能を保持したナチュラルな
siRNA を解析できる点で画期的である。加えて、キャリア分子との複合体状態にある siRNA のみ
を選択的に可視化するという特性を示すことが分かり、これを活用すればキャリア分子に強く依
存するデリバリー効率と siRNAのサイレンシング活性をきちんと相関付けてデリバリー解析する
ことが可能となる。以上の点において、Py-AA-TO とそれを用いた siRNA デリバリーイメージン
グ解析法の開発は、RNAイメージングの新しい分析化学的応用分野を開拓した成果と言える。今
後は siRNA に特化したキャリア分子を開発する研究開発において、Py-AA-TO が活躍することが
できると考えられる。合成 RNA と比較して Py-AA-TO は安価にかつ大量に用意できる点も重要
である。Py-AA-TO を用いたイメージング法は、色素修飾 siRNA を用いる従来法と比較して簡便・
迅速かつ安価な分析手法であることから、キャリア分子のスクリーニング探索などへの応用が考
えられる。 
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Py-AA-TO を用いたラベル化法は、解析対象となる siRNA がオーバーハング塩基を有すること
を前提としている。一方で、オーバーハング塩基を持たない siRNA（blunt-ended siRNA）や（Paddison 
et al., 2002）、オーバーハング塩基の代わりに塩基類縁体を導入した siRNA（Ueno et al., 2008）な
ども開発されており、一本鎖状態で導入しても RNAi機構を誘発する siRNA（Lima et al., 2012; Yu 
et al., 2012）も報告されている。そうした siRNA のイメージング解析は蛍光色素修飾法に頼らざ
るを得ないのが現状である。これに対して、例えば第五章で開発した tFIT プローブで、二重鎖部
位を配列選択的に狙えば、より多様な siRNA をナチュラルな状態でイメージング解析できるかも
しれない。siRNAを二重鎖の状態で検出できるという性質を用いれば、細胞内に放出された siRNA
がどの程度あるか（残っているか）を、細胞から抽出した RNA の中から siRNA を検出すること
で定量できる可能性もある。従来細胞内の siRNA の定量には、アンチセンス鎖（標的 RNA と相
補的な配列を持つ方の鎖）を PCR等で定量する、という手法が用いられてきた（Liu et al., 2009）。
確かにこれは RNA 干渉を引き起こしている siRNA を調べる手法であるが、二重鎖状態で残って
いるアンチセンス鎖も同時に定量している可能性がある。もし二重鎖状態の siRNA を選択的に検
出し定量することができれば、これは siRNA がどの程度細胞内で安定なのか分かるので、siRNA
やキャリアの設計へと活かせる情報が得られる。既存の PCRベースの手法と併用すれば、どのく
らいの割合の siRNAが RNA干渉を誘発したのか（誘発には siRNA の二重鎖構造が解かれなけれ
ばならない）という全く新しい視点で siRNAを解析できるであろう。もちろん、これを成しうる
ためには、他の RNA が大量に存在する中で siRNA を検出するための、プローブの高い結合選択
性と、蛍光シグナル強度で siRNA 濃度を見積もる検量線を引けることが重要であり、オーバーハ
ング構造だけを認識する現プローブ設計ではやや難しいかもしれない。しかし siRNAを定量解析
するという分析手法への展開は、siRNA を設計する研究に重要な知見を与えると考えられる。 
RNA干渉が 1998年に報告され（Fire et al., 1998）、2001年に siRNAが RNA 干渉を誘発できる
ことが示されて 15年（Elbashir et al., 2001）、siRNA を用いた生命科学の分野は飛躍的に進歩し、
医薬開発の分野も実用化に向けた臨床段階にある siRNA製剤候補がいくつか存在する。大きな発
見の連続に加速された siRNA 関連分野であるが、未だに新しい発見が示され、まだわからないこ
とが多いのも事実である。例えば、従来の siRNAイメージング解析法を用いても、siRNAが複合
体から放出される過程をイメージングベースで精密に解析することは非常に難しい。2015 年の
Nature Biotechnologyに報告された、リポプレックス内 siRNAが放出される様子をイメージング解
析するという論文（Wittrup et al., 2015）は、まさに siRNA デリバリー解析手法の現状を物語って
いる。つまり、従来のイメージング法で siRNA の細胞内取り込みや輸送などが評価されてきた一
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方で、取り込まれた後の siRNA放出の時空間的情報や量を精密に分析することが非常に難しいの
が現状である。Py-AA-TOは siRNA から解離すると蛍光シグナルがオフになるため、siRNAの放
出をイメージング評価することは難しい。放出過程をいかにとらえるかという点が重要課題で、
適切な siRNA のラベル化法とイメージング手法（ハード面：蛍光にとらわれず電子顕微鏡など）
を用いなければ達成できないであろう。siRNA 放出を見るためには、複合体一つ一つをつぶさに
観察するという視点も必要になるであろう。より効果的な siRNA医薬を開発するため、siRNAと
RNAi 機構に関わるタンパク質との相互作用をきちんと評価することも重要である。Argonaute 2
（Ago2）の PAZ ドメインと RNA 二重鎖との相互作用解析は、2003 年から 2004 年に報告されて
いる（Lingel et al., 2004; Ma et al., 2004; Lingel et al., 2003）。リコンビナント Ago2と siRNAが RISC
を形成することが 2005年には報告されている（Rivas et al., 2005）。2012年には真核生物のArgonaute 
2（Ago2）の結晶構造が報告され（Elkayam et al., 2012; Nakanishi et al., 2012; Schrle and MacRae, 2012）、
2014年には miRNA（短い一本鎖 RNA）を取り込んだ miRNA−Ago2 複合体の結晶構造も報告され
ている（MacRae et al., 2014）。結晶構造が得られている点は重要で、今後 in silico でより効果的に
Ago2 と相互作用できる siRNA を設計できる（おそらく製薬会社ではそうした視点で siRNA 開発
を既に行っている）。例えば PAZドメインと siRNAオーバーハング塩基の相互作用を MD計算で
調べる（Lee et al., 2007）、なども可能である。もし siRNA−Ago2複合体を可視化できれば、siRNA
が複合体の状態でどの程度存在するかを調べることができるだろう。Py-AA-TO では siRNA とタ
ンパク質との相互作用を可視化するのは難しいと考えられる（おそらくプローブはタンパク質と
競合するため）。こうした分野は、siRNA に直接蛍光色素を修飾した方が、うまく解析ができると
考えられる。より効果の高いサイレンシング活性を示す siRNA を設計するためには、配列情報は
もちろん、タンパク質と強く結合できる siRNA を設計することは重要であり、どんな種類の化学
修飾を施せば siRNA製剤を実用化できるかを多くの製薬会社がしのぎを削って研究に打ち込んで
いるわけである。より臨床に近い分析を考えると、個体ベースのイメージング解析も非常に重要
である。この場合、蛍光はごく表層のイメージングしかできないため、より深部を可視化できる
陽電子放出断層撮影（PET: positron emission tomography）や核磁気共鳴画像法（MRI: magnetic 
resonance imaging）、単一光子放射断層撮影（SPECT: single photon emission computed tomography）
などをモダリティとしたいわゆる in vivoイメージングが必要である（Hong et al., 2012）。特に PET
は同位体標識を行う手法であるため、毒性を示しかねない合成プローブを外部より添加するより
も、毒性を抑えて非侵襲的にイメージング解析できる手法となるであろう。 
幅広い視点から siRNA 医薬の開発研究を、イメージング手法を用いて評価・支援することを考
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えた場合、本アフィニティラベル化法、従来の色素修飾法および in vivoイメージング法にはそれ
ぞれ得意な解析分野がある。重要なのは、適切な解析法を用いれば、siRNA解析法の幅が広がり、
より多くの系において研究が進むことである。 
 
第五章－第七章：tFIT プローブはより広範な RNA種を解析対象にし、その結合部位を二重鎖構造
に限定した画期的な分子である。RNA 二重鎖にそのまま配列選択的に結合し三重鎖を形成する
tFIT プローブは、一塩基対レベルの高い精度で標的配列を蛍光検出することが可能である。RNA
二重鎖を配列選択的に検出し、しかも DNA 二重鎖よりも強く結合できる蛍光プローブは他に例
のない世界初の分子である。従来の TFO を用いた場合と比較すると、tFIT プローブは（1）三重
鎖が熱的に圧倒的に安定、（2）速い会合速度により迅速な蛍光応答を示す、（3）DNA二重鎖より
も RNA 二重鎖選択的、という三重鎖形成 PNA 骨格を利用したからこそ獲得できた特性を発揮し
た。さらに蛍光色素をプローブ 1 分子あたり 1 つ含む分子としては、世界最高の輝度を示した。
TO 擬塩基と PNA 骨格を連結するアルキルリンカーを伸長し、プロピルリンカーを用いると、プ
ローブの結合親和性と蛍光応答を向上させることができることも見出し、RNA一本鎖よりも RNA
二重鎖を選択的に、かつ明瞭に検出できることも示した。6 塩基長という短い tFIT プローブでも
強く結合できることも示し、小さな RNA 二重鎖構造をピンポイントで狙いうることも明らかに
した。本博士研究では、上記のように、tFIT プローブを開発し、その詳細な結合解析と機能化（結
合親和性・選択性の向上）までを行った。RNA二重鎖を結合標的にすること自体これまでほとん
ど顧みられなかった概念であるため、どのような分野で応用できるかは当然注目されるところで
あり、今後進んでいく道でもある。tFIT プローブは RNA 二重鎖を配列選択的に検出するプローブ
として、例えば RNA 構造解析に利用できると考えられる。リボソーム RNA やトランスファー
RNA のように高次構造をとることではじめて機能を発現する RNA 種では、構造がよく解析され
ていることも多いが、溶液中でとる構造は同じか、二重鎖構造をとっていると予想される部位が
実際に分子が接近できる環境になるのか、などを調べられると考えられる。こうした解析は、硫
酸ジメチルなど RNA 構造解析用の化学修飾プローブを用いれば細胞内でも行えるものではある
（Kwok et al., 2015）。しかしこの手法は、化学修飾による RNA 構造への影響を与えない single hit 
kineticsのために特定の構造をピンポイントで解析できるとは必ずしも限らない。特に細胞内での
応用では、シークエンシングも含め大きな施設とプロジェクトの中で進めざるを得ない。そのた
め、tFIT プローブは（最終的には細胞の中で）特定の二重鎖構造をピンポイントで狙える点が強
みであり、分光器や蛍光顕微鏡で解析できる。特に RNA 機能が発現する細胞内での構造解析は非
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常に興味深い。tFIT プローブは当然内在性 RNAのイメージングへも活用できるだろう。ネイティ
ブな RNA の二重鎖構造を狙うことは、ありのままの形を可視化することを意味し、従来の RNA
結合プローブが標的配列へ接近するために部分的に二重鎖構造があればそれを壊すような結合様
式とは本質的に異なる検出原理である。従来のプローブと作用機構が異なることは、tFIT プロー
ブを用いれば独自の標的設定ができることを意味している。具体的には、RNA 二重鎖構造は種を
超えてよく保存されたものも多く、タンパク質との結合部位となっている構造も多数存在する。
タンパク質などとの相互作用に重要な二重鎖構造を意図的に狙えば、その機能へプローブの結合
を介して干渉した時に RNA の局在がどう変化するか、同時に生体にどんな結果が現れるかを調
べることができるだろう。RNA の局在自体、重要な生命現象でもあるし、二重鎖構造が生体現象
の引き金となる機構もあるのである。このように RNAの関わる生命現象と RNAの局在を関連付
けて解析することは、蛍光プローブの重要な応用手法である。 
RNA 二重鎖を狙う応用という点は、tFIT プローブだけではなく、三重鎖形成 PNA にも言える
ことで（第三章と第四章）、RNA 二重鎖を狙うという新しいアンチセンス機構を提案できるかも
しれない。従来のアンチセンス核酸は標的 RNA と二重鎖形成するため、三重鎖形成 PNA を用い
ることでこれまで狙えなかった RNA 構造の機能を阻害することができると考えられる。また、例
えばクロスリンク剤とビオチンを連結しておけば、標的配列へ結合しクロスリンクした RNA を、
ビオチン－ストレプトアビジン相互作用で回収するという操作も可能となるかもしれない。これ
は高次構造をとった RNAを回収する一つの分離手法となり得る。 
RNA の機能を正しく理解するためには、生理条件下でとっている RNA の構造をそのままとら
えることが重要である。本プローブは現在の分子設計では pH 酸性条件下でしか結合できない点
は解決すべき大きな課題である。その原因は天然シトシン塩基を組み込んでいることにあるため、
適切なシトシンの改変体をプローブに組み込むことで（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2012）、細
胞内の天然の RNA 二重鎖を標的とした tFIT プローブが開発できるものと期待できる。また、プ
ローブの輝度も課題となり得る。tFIT プローブの結合時の蛍光強度は、非結合時と比較して数百
倍となり、これは主に非結合時のバックグラウンド蛍光の小ささに起因する（第六章）。一方絶対
的な輝度は TO 部位の明るさや結合したプローブの割合（つまりプローブの結合親和性）に依存
し限界がある。例えば RNA と二重鎖を形成して TO 部位が光る ECHOプローブでは、細胞内に極
めて多量存在するポリ A 鎖を持った mRNA（細胞内濃度：10−6−10−3 M）に対しては蛍光強度と
RNA濃度に線形性が見られる（Wang et al., 2012）。また、RNA をイメージングした先行研究では、
-actin mRNA など発現量が比較的多いとされる RNA 種を狙っているものが目立つ（Sato et al., 
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2015; Yoshimura et al., 2012; Tyagi and Alsmadi, 2004）。このことから、発現量が多い RNA を狙う場
合には現分子設計（プローブ 1 分子あたり 1 つの蛍光団）は十分用い得るであろう。しかし発現
量が少ない RNA をいかに感度良く検出するかは重要な課題になり得る。常に光る蛍光色素もプ
ローブ末端に導入しておけば、そのシグナルが表す全プローブの局在と結合したプローブの局在
をより正確に議論できると同時に、TO部位のシグナルが結合に由来するものかどうかを判断でき
るかもしれない。また、新しい設計が必要となるが、RNAシグナル増幅系なども効果的かもしれ
ない。ノンコーディング RNAなどを標的とする場合には、標的の発現量が少ないため検出感度を
上げるための新しい分子設計も追求すべきである。最後に、三重鎖形成 PNA を用いるためには、
この分子でこそ狙える RNA を標的とすることが望ましい。ここで喫緊の問題となり得るのは、い
かに標的配列を選ぶかである。必要なのはおそらくデータベースの構築と考えられる。RNA の配
列情報はシークエンシング解析情報として蓄積されてきているが、RNAの高次構造情報はほとん
ど未知であるのが現状である。実際に二重鎖構造をとる RNA配列を狙う場合、現状では標的 RNA
の折り畳み構造を計算化学的手法であらかじめ予測し、唯一の標的になっていると思われる部分
を狙うことになる。既存の RNA 結合プローブは、標的配列が二重鎖構造をとっている場合結合で
きないことが多いので、あらかじめ標的配列が二重構造を組んでいないかを調べる。これと逆の
状況、すなわち標的配列が二重鎖を組んでいるかどうかをあらかじめ予測するという状況が、三
重鎖形成 PNA を用いるときに生まれるわけである。ただし難しいのは、三重鎖形成 PNA を用い
る場合プローブ長は 10塩基程度と短くなるので、選択した配列と同じ配列が他にもたくさん存在
してしまうということであり、それを評価するのに多大な労力を必要とすることである。現状で
は、RNA 二重鎖構造をあらかじめ正確に予測することが困難であることから、いかに実際に狙え
る標的配列を選べるかは極めて重要な課題であり、現状は計算化学的手法を利用して、トライ＆
エラーでやっていくほかないと思われる。RNA 二重鎖構造を狙うことが RNA を標的にする上で
重要であるほど、データベースの構築・整備と配列設計のためのデータの蓄積は重要である。例
えば、RNASTRAND という解析済みの RNA 二次構造がまとめられたデータベースが現在運用さ
れている（Andronescu et al., 2008）。 
1991年に PNAが初めて報告され（Nielsen et al., 1991）、二重鎖形成、三重鎖形成反応が調べら
れてきたが、2010年に RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成する（Li et al., 2010）、という新しい結
合特性が報告されたことは驚きであった。ここ5年でRoznersらのグループは、中性pHでHoogsteen
塩基対を形成できるシトシン改変体（Zengeya et al., 2012）、細胞膜透過性を向上させるペプチドコ
ンジュゲートの開発（Hnedzko et al., in press）など、PNAによる三重鎖形成を細胞内で利用するた
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めの研究を急速に進めている。実際に 2016 年には、ベクターで発現させた mRNA 上のヘアピン
二重鎖構造へ三重鎖形成 PNAが結合することで、タンパク質の翻訳が阻害されることを、杉本ら
との共同研究で報告している（Endoh et al., 2016b）。Chenらのグループも塩基改変体を独自に開発
し、細胞内取り込みを評価している（Toh et al., 2016; Devi et al., 2014）。今後三重鎖形成 PNA の応
用分野は細胞へと移り、内在性の RNAを標的とする研究結果（タンパク質翻訳の阻害やイメージ
ング）が間違いなく次の 1−2年で報告されるであろう。RNA 二重鎖の化学は競争が激しい分野で
あるが、同時に未知の分野でもあるため、今はむしろ競合が少ない状況とも言えるかもしれない。
いかにオリジナリティのある標的設定をして、三重鎖形成 PNA を用いるかがこの分野の発展の鍵
だろう。これが 5年後のこの分野の姿を決めるといっても過言ではない。 
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